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RESUMEN 
 
El objeto de la tesis es el estudio del biocontrol de Rosellinia necatrix agente causal de 
la podredumbre blanca (PB) de raíz del aguacate mediante el uso de agentes de 
biocontrol (ABC), siendo los objetivos de la misma: 1) Definir los puntos de actuación 
de R. necatrix en plantas de aguacate para aplicar el biocontrol de la PB, 2) Testar el 
efecto de toxinas de R. necatrix sobre plantas de aguacate, 3) Evaluar el efecto in vitro e 
in vivo de metabolitos de Trichoderma spp. sobre R. necatrix, 4) Estudiar las posibles 
relaciones de micoparasitismo de Trichoderma spp. sobre R. necatrix, 5) Analizar la 
actividad enzimática glucanasa y quitinasa, de Trichoderma spp. en presencia de R. 
necatrix y 6) Seleccionar nuevos aislados no patogénicos de R. necatrix como ABC 
sobre la PB del aguacate. 
Es de vital importancia determinar claramente la zona de actuación de R. necatrix en 
plantas de aguacate para definir dónde se debe dirigir la acción de los ABC. En estudios 
previos se ha demostrado que R. necatrix infecta plantas de aguacate penetrando en sus 
raíces en varios puntos preferentemente a nivel del cuello de la planta así como a través 
de lenticelas y entre células epidermales, y también penetra en el xilema primario y 
secundario, pero no se han realizado estudios para discernir la posible translocación del 
hongo en el sistema vascular de la planta.  
Para ello se realizaron cortes trasversales en tallos de plantas de aguacate inoculadas 
previamente con 70 aislados de R. necatrix, así como análisis de PCR de las hojas de las 
plantas inoculadas, con primers específicos R3 y R8 para este hongo. Los resultados en 
ambos casos fueron negativos demostrándose que R. necatrix no invade el sistema 
vascular de la planta y no se transloca a través de ella hasta la parte aérea.  
Además se estudió el efecto sobre plantas de aguacate de las toxinas citocalasina E y 
rosnecatrone que fueron obtenidas de seis aislados de R. necatrix. Para ello, se 
inocularon plantas de aguacate procedentes de cultivo de embriones in vitro con 
soluciones de citocalasina E a distintas concentraciones y se midió su efecto en las hojas 
de las plantas inoculadas y control sin inocular, a través de la emisión de fluorescencia.  
Se observó que en las plantas inoculadas ésta fue mayor que en las no inoculadas, de lo 
que se deriva que la eficiencia fotosintética es menor en aquellas. Por tanto parece 
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existir una relación entre el efecto del patógeno en la parte aérea de las plantas de 
aguacate debido a la generación de toxinas por parte del hongo, que posiblemente se 
trasloquen desde las raíces hasta las hojas. Estas toxinas afectan negativamente al 
proceso de fotosíntesis, que fue medido indirectamente a través de la emisión de 
fluorescencia, y probablemente contribuyan parcialmente a la marchitez y muerte de 
plantas de aguacate infectadas por R. necatrix.  
Se extrajeron y se identificaron los principales metabolitos secundarios de diferentes 
especies de Trichoderma (T. atroviride, T. cerinum, T. harzianum y T. virens) 
seleccionados en estudios previos como buenos ABC, obteniéndose 5 metabolitos: 6PP, 
harzianolide, t39-butenolide, dehidroharzianolide y cerinolactona (nuevo compuesto 
recientemente descubierto por nuestro grupo, Vinale et al., 2012) y evaluándose su 
efecto in vitro sobre nueve aislados de R. necatrix representantes de la población 
fúngica de plantaciones de aguacate en el Sur de España y sobre el avance de la PB e 
incremento de biomasa en plantas de Lupinus luteus. Tras los resultados obtenidos, 
podemos concluir que 6PP y harzianolide podrían ser considerados candidatos para 
controlar el crecimiento in vivo de aislados de R. necatrix en plantas de aguacate, 
aunque harzianolide no muestra un adecuado efecto de inhibición in vitro. 
Para definir si la acción de biocontrol de algunas cepas de Trichoderma spp. sobre la PB 
del aguacate, era debida a la interacción directa (micoparasitismo) entre aquellas y el 
patógeno R. necatrix se analizaron los dos últimos pasos de los cuatro definidos por 
Chet para este proceso:  i) Fijación y coiling de hifas de Trichoderma alrededor del 
huésped  ó ii) secreción de enzimas líticas que degraden la pared del huésped. Así se 
estudiaron in vitro las interacciones miceliares establecidas entre Trichoderma y R. 
necatrix (previo marcaje del micelio de Trichoderma spp. con proteína fluorescente 
mediante transformación mediada por protoplastos), así como la actividad enzimática 
(glucanasa y quitinasa) del antagonista, en presencia y ausencia del patógeno. 
Tras el estudio bajo microscopio de fluorescencia de cultivos duales, parece que existe 
un crecimiento quimiostático de las hifas de Trichoderma paralelo a las hifas de R. 
necatrix y este paralelismo podría ser considerado como un micoparasitismo incipiente. 
Los resultados obtenidos en el estudio de las actividades glucanasa y quitinasa parece 
indicar que los aislados de Trichoderma CH282b, CH303, CH-314 y CH-316, serían 
candidatos para futuros ensayos de actividad enzimática sobre un amplio número de 
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aislados representantes de la población de R. necatrix en el cultivo del aguacate y 
podrían ser utilizados como agentes de biocontrol, por su actividad glucanasa y 
quitinasa inducida y en algunos de ellos por su alta actividad enzimática constitutiva.  
Por tanto, el efecto de biocontrol de Trichoderma sobre R. necatrix podría estar ligado 
en parte al micoparasitismo establecido en el paralelismo entre hifas, y a la actividad 
enzimática (glucanasa y quitinasa), aunque todo parece indicar que una gran parte de 
este biocontrol podría deberse a la competencia por el espacio y los nutrientes, sin 
olvidar el efecto de biocontrol que los metabolitos generados por Trichoderma ejercen 
sobre R. necatrix, y el incremento de biomasa que estos producen en las plantas.  
Se estudiaron aislados de R. necatrix y afines de Entoleuca sp., pertenecientes a la 
familia Xylariaceae,  recuperados de suelo de árboles “escape” de aguacate en 
plantaciones comerciales de la costa sur de España. Se evaluó su efecto como ABC de 
la PB, así como los mecanismos implicados de la presencia de micovirus (ARNdc) y la 
formación de barreras de incompatibilidad en cultivos duales con un aislado patogénico 
de R. necatrix. Tras evaluar los resultados se concluye que la frecuencia de aislados no 
patogénicos de R. necatrix parece ser muy baja. Por el contrario los aislados no 
patogénicos obtenidos del género Entoleuca sp., se presentan como nuevos ABC de la 
PB del aguacate, siendo los más interesantes los aislados E117-4 y E108-1 por su 
intensa acción de biocontrol directa, y los aislados E97-14 y E107-12 (infectados por 
micovirus (ARNdc))  como candidatos donadores de factores de hipovirulencia. La 
transmisión de alguno de estos mediante transfección hifal entre cepas patogénicas de R. 
necatrix compatibles o incompatibles con Entoleuca sp. podría generar un efecto de 
biocontrol ejercido por estos hongos al transmitir hipovirulencia entre estas cepas no 
patogénicas y patogénicas de estos géneros. Con este hallazgo se sientan las bases de 
una nueva línea de investigación de utilización del género Entoleuca como agente de 
biocontrol de la podredumbre blanca del aguacate.  
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ABSTRACT 
 
The aim of this work was to study the control of Rosellinia necatrix, causal agent of 
white root rot (WRR), using biocontrol agents (BCA). The objectives were 1) to define 
the action points of R. necatrix on avocado plant to apply the biocontrol of WRR, 2) to 
test the effect of toxins produced by R. necatrix on avocado plants, 3) to evaluate the in 
vitro and in vivo effects of Trichoderma spp. metabolites on R. necatrix, 4) to study if 
there is mycoparasitism of Trichoderma spp. on R. necatrix 5) to analyze the enzymatic 
activity (glucanase and chitinase) of Trichoderma spp. in the presence of R. necatrix 
and 6) to select new non-pathogenic isolates of R. necatrix as biocontrol agents (BCA) 
on the WRR. 
In order to define areas where we should act with BCA it is important to define the 
action zone of R. necatrix. Previous studies have shown that R. necatrix infects avocado 
plants roots by penetrating at several points in the crown of the plant and through 
lenticels and between epidermal cells, and it also penetrates into the primary and 
secondary xylem, but no studies have been carried to determine if there is translocation 
of the fungus in the plant vascular system. 
Transversal cuts were made in avocado plant stems previously inoculated with 70 
isolates of R. necatrix, and PCR analysis was carried out on leaves of plants inoculated 
with primers specific to the fungus. The results in both cases were negative showing 
that R. necatrix does not invade the plant vascular system and it is not translocated to 
the aerial part. 
Toxins produced by six R. necatrix isolates were studied, cytochalasin E was obtained 
from all isolates and rosnecatrone only in two. Avocado plants in vitro were inoculated 
with cytochalasin E solutions at different concentrations and their effect was measured 
by fluorescence emission in leaves of inoculated and control non-inoculated plants. 
Fluorescence emission was higher on inoculated plants than in the non-inoculated, thus 
the photosynthetic efficiency is lower in plants inoculated with the toxin. It seems that 
there is a relationship between the effect of the pathogen in the aerial part of the 
avocado plant and the generation of toxins by the fungus, possibly toxins migrate from 
roots to leaves. These toxins adversely affect the photosynthesis process, which was 
indirectly measured by fluorescence emission, and probably contribute to wilting and 
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death of avocado plants infected by R. necatrix. To our knowledge this is the first study 
of the R. necatrix migration and toxins production in avocado plants. 
The main secondary metabolites of Trichoderma (T. atroviride, T. cerinum, T. 
harzianum and T. virens) obtained were identified as 6PP, harzianolide, t39-butenolide, 
dehidroharzianolide and cerinolactone (a new compound recently discovered by our 
group). Their effects on R. necatrix were evaluated in vitro, as well as the progress of 
the WRR and increased biomass on Lupinus luteus plants were studied. We concluded 
that 6PP and harzianolide could be considered for controlling R. necatrix in vivo 
growth, but harzianolide does not show an in vitro adequate inhibition effect. 
To define whether the biocontrol action of some Trichoderma spp. strains on WRR was 
due to direct interaction (mycoparasitism) between them and R. necatrix, the last two 
steps of the four defined by Chet (1990) for this process were analyzed: i) establishment 
and coiling of Trichoderma hyphae around the host, ii) lytic enzymes secretion that 
degrade the wall of the host. The mycelial interactions established between 
Trichoderma and R. necatrix were studied in vitro (Trichoderma spp. mycelium was 
previously marked with fluorescent protein mediated by protoplast transformation) and 
Trichoderma enzymatic activity (glucanase and chitinase), in presence and absence of 
R. necatrix, was also studied. 
After studying dual cultures under fluorescence microscope, there seems to be a 
chemotactic growth of Trichoderma hyphae parallel to R. necatrix hyphae, such 
parallelism could be considered as an incipient mycoparasitism. The results obtained in 
the study of glucanase and chitinase activities suggests that Trichoderma isolates 
CH282b, CH303, CH-314 and CH-316, would be candidates for future studies of 
enzymatic activity on a large number of R. necatrix isolated representatives of the 
population on avocado orchards and they could also be used too as biocontrol agents for 
their induced or constitutive glucanase and chitinase activity. 
Therefore, the Trichoderma biocontrol effect on R. necatrix could be due in part to the 
mycoparasitism established in parallelism between hyphae, and to enzymatic activities 
(glucanase and chitinase), although it seems that it could mainly be competition for 
space and nutrients. We should consider the biocontrol effect of Trichoderma 
metabolites on R. necatrix, and the indirect effect on the plant. 
We recovered R. necatrix and Entoleuca sp. isolates, both belonging to the Xylariaceae 
family, from soil around one “escape avocado tree” in affected commercial plantations 
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of the south coast of Spain. Biocontrol effect of this fungus on WRR was studied, as 
well as the presence of mycoviruses (dsRNA) and the formation of incompatibility 
barriers in dual cultures with one representative pathogenic isolate of R. necatrix. We 
concluded that the frequency of non-pathogenic isolates of R. necatrix is very low. The 
non-pathogenic isolates from the genus Entoleuca are presented as new BCA of WRR, 
the most interesting were isolates E117-4 and E108-1 by their intense direct biocontrol 
action, and E97-14 and E107-12 isolates (infected with mycoviruses (dsRNA)) as donor 
candidates of hypovirulence factors. The transmission of any of these by hyphal 
transfection between pathogenic strains of R. necatrix compatible or incompatible with 
Entoleuca sp. could generate a biocontrol effect by these fungi because of the genetic 
transfer of this hypovirulence between pathogenic and non-pathogenic strains of these 
two genera. With these findings the foundation of a new line of research with Entoleuca 
as biocontrol agent of WRR is proposed. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Objetivos 
OBJETIVOS 
 
1) Estudiar la actuación de R. necatrix en plantas de aguacate para definir el biocontrol 
de la podredumbre blanca. 
2) Testar el efecto de toxinas de R. necatrix sobre plantas de aguacate. 
3) Evaluar el efecto in vitro e in vivo de metabolitos de Trichoderma spp. sobre R. 
necatrix. 
4) Estudiar las posibles relaciones de micoparasitismo de Trichoderma spp. sobre R. 
necatrix. 
5) Analizar la actividad enzimática glucanasa y quitinasa, de Trichoderma spp. en 
presencia de R. necatrix. 
6) Seleccionar nuevos aislados no patogénicos de R. necatrix como agentes de 
biocontrol sobre la podredumbre blanca del aguacate. 
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1. El cultivo del aguacate 
Taxonomía e historia  
El aguacate pertenece a la familia Lauraceae, género Persea, subgénero Persea, especie 
Persea americana Mill. (Barrientos-Priego et al., 2007). El género Persea se divide en 
dos subgéneros: Persea y Eriodhapne (Kopp, 1966), diferenciables por la pubescencia 
de la cara interior de los sépalos; Persea tiene ambas caras pubescentes y en Eriodhapne 
la cara interna es sin pubescencia, con la excepción de P. pallida, P. rigens y P. 
cinerascens. El género Persea contiene alrededor de 85 especies, la mayoría se 
encuentran desde el sur de los Estados Unidos de Norteamérica (P. borbonia) hasta 
Chile (P. lingue). Son excepciones P. indica que se encuentra en las Islas Canarias 
(España) y probablemente otras del sur de Asia cuya inclusión en el género no está 
definida. Se reconocen tres razas de aguacate: Mexicana, Guatemalteca y Antillana 
(Tabla 1) con diferentes posibles lugares de origen en América Central (Fig. 1). 
Figura 1. Posibles lugares de origen de las tres razas de aguacate. 
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Tabla 1. Diferencias entre las tres razas de aguacate. 
Carácter Raza mexicana Raza guatemalteca Raza antillana 
Clima Semitropical a templado Subtropical Tropical 
Altitud sobre el nivel 
del mar 2000 m Entre 1000 y 2000 m Menos de 1000 m 
Resistencia a la 
salinidad Menor Menor Mayor 
Resistencia al frío Mayor Intermedia Menor 
HOJAS    
Tamaño Menor Intermedio Mayor 
Color Verde oscuro Verde oscuro Verde claro 
Olor Olor a anís Sin olor a anís Sin olor a anís 
FLOR    
Pubescencia Mayor Menor Menor 
TALLO    
Brotes jóvenes Verde claro Rojizos Verde claro 
Corteza del tronco No acanalada No acanalada Acanalada 
FRUTO    
Tamaño Variable tendente a pequeño Intermedio 
Variable tendente a 
grande 
Pedicelo Cilíndrico y grosor mediano Cónico y grosor voluminoso 
Forma de cabeza de 
clavo y poco grosor 
Persistencia del 
perianto en el fruto Mayor Menor Menor 
Cáscara Delgada, lisa y suave Gruesa, quebradiza y rugosa Grosor mediano, flexible y suave 
Semilla 
Adherida o suelta, 
cotiledones lisos o 
ligeramente rugosos 
Adherida y cotiledones lisos Suelta y cotiledones rugosos 
Cubiertas de la semilla Delgada Delgada Mediana o gruesa y membranosa 
Contenido en aceite  Alto  Mediano  Bajo  
Sabor A especia y por lo general a anís Ligero, en ocasiones nogado 
Ligero y 
frecuentemente dulce, 
con un ligero amargo 
Fibra en la pulpa Común  No común No común  
Tiempo de flor a fruto 6-9 meses 10-16 meses 5-9 meses 
Tamaño relativo del 
árbol y hábito de 
crecimiento general 
Medianos y abiertos Altos y erectos Altos y medianos, abiertos y erectos 
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La raza mexicana tiene como principal ventaja la resistencia al frío, así como su alto 
contenido en aceite, con olor a anís de sus hojas. La raza guatemalteca presenta una 
cáscara bastante gruesa si se compara con las otras razas, lo que permite resistencia del 
fruto al transporte, sin embargo, como está formada por tejidos duros no permite saber 
con facilidad mediante el tacto si los frutos ya están en madurez de consumo. Otra 
característica favorable es el pequeño tamaño y forma redonda de su semilla. La raza 
antillana se adapta a clima tropical y como portainjerto es el más tolerante a la salinidad, 
también tiene un periodo de flor a fruto bastante corto (Barrientos-Priego et al., 2007). 
Los árboles de aguacate constan de dos partes: la copa y la raíz. La copa tiene origen del 
cultivar injertado formando parte del tronco, mientras que la raíz es parte del 
portainjerto y contribuye a la base del tronco. Sin embargo, también existe la 
posibilidad de tener un tronco intermedio que provenga de un interinjerto y el cultivar. 
En cuanto a las variedades más cultivadas, es la variedad Hass, raza Guatemalteca, el 
principal cultivar comercial en el mundo. Esta variedad, fue originada en California a 
partir de progenitores desconocidos y patentada en 1935, posee una envoltura rugosa, 
pulpa cremosa de sabor excelente y color púrpura oscuro al madurar. Las variedades 
Fuerte y Bacon son híbridos entre la raza Mexicana y Guatemalteca. La variedad Reed, 
de raza guatemalteca, posee fruto redondo, de envoltura gruesa y color verde. La 
variedad Pinkerton probablemente proviene de un cruce entre otras dos variedades, Hass 
y Rincón, el fruto es de color verde oscuro y rugoso. (Barrientos-Priego et al., 2007). 
La etimología de la palabra aguacate de origen nahoa es: AHUCA CUAHUTIL; 
ahuacatl=testículo; cuahuitl=árbol: “Árbol de testículos” (Robelo, 1904). De ella 
también deriva su nombre en inglés “avocado”; en holandés “advocaat” o “avocat”; en 
alemán “abakate” y “abacat” en portugués. Otro nombre utilizado en algunos países de 
Sudamérica, como Chile, es “palta” (Knight R. J., 2007). 
Al fruto del aguacate siempre se le han atribuido cualidades sexuales como citan las 
palabras de Francisco Hernández, médico de Felipe II, enviadas en 1576 como 
diagnóstico a su rey: “La fruta es caliente y agradable al gusto, a la que llaman los 
españoles el nombre de aguacate. No es de mal sabor ni mantenimiento, es grasosa y 
húmeda y despierta grandemente el apetito venéreo acrecentando el semen” (Díaz-
Robledo, 1997).  
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Importancia del cultivo del aguacate 
El aceite de aguacate es el componente más importante de la sustancia seca del 
mesocarpio y el responsable del sabor y de su textura gustativa. Técnicas de extracción 
por presión en frío han hecho comercialmente viable su consumo directo con los 
siguientes beneficios para la salud humana: reducción de enfermedades 
cardiovasculares,  por su contenido de α-tocoferol (12-15 mg/g de aceite); prevención 
de cáncer de colón, mama y próstata por su contenido de β-sistosterol (4,5 mg/g de 
aceite) el cual inhibe la absorción intestinal de colesterol disminuyendo los niveles de 
colesterol total y de LDL; y disminución de riesgo de trastornos oculares y cataratas por 
su contenido de luteína (una xantofila). También se ha observado un efecto beneficioso 
del consumo de aguacate en pacientes humanos con asma y artritis reumatoide (Avisori, 
1999).  
Las hojas, el fruto y el hueso son utilizados en la medicina natural para eliminar 
microbios y parásitos, contra la disentería y algunos desarreglos digestivos. Sus hojas 
también se emplean como expectorantes. Se dice que la energía proteínica del fruto y la 
combinación con las vitaminas y sales minerales le dan propiedades afrodisiacas. 
Los aguacates son buena fuente de grasas monoinsaturadas y poliinsaturadas que 
producen menos daño al hígado que las grasas saturadas, pudiendo ser un sustitutivo 
saludable de la mantequilla o queso crema y de los aderezos (Tabla 2). 
Tabla 2. Comparación en calorías y grasas del aguacate con otros aderezos comunes 
(California Avocado Commission, www.avocado.org). 
 Aguacate (30 g) Mantequilla (30 g) Crema de queso (30 g) 
Calorías 55 215,1 104,7 
Grasa (g) 4,9 24,3 10,5 
Grasa saturada (g) 0,8 15,2 6,6 
Monoinsaturada (g) 3,2 7 3 
Poliinsaturada (g) 0,8 0,9 0,4 
Colesterol (mg) 0 65,7 33 
Sodio (mg) 2,78 247,8 88,8 
  
 El aguacate es “denso de nutrientes”, es decir que proporciona más de los 
requerimientos diarios de nutrientes por menos calorías gastadas, ausencia de colesterol 
y rico en potasio, ácido fólico, fibra, y vitaminas B, C y E (Tabla 3). 
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Tabla 3. Valor nutritivo promedio por cada 100 g de pulpa de aguacate. 
Calorías Ácidos grasos (g) Minerales (mg) Vitaminas  
(mg/% DDR*) 
Proteína Hidratos de 
carbono 
Fibra 
160 Grasas totales 15,4 Calcio 10 A 85/9% 1,7 g 5,9 g 1,6 g 
 Colesterol (mg) 0 Fósforo 40 B1 0,11/8    
 Saturados 6-22% Hierro 1,06 B2 0,20/13    
 Monoinsat. 66-72% Magnesio 41 B6 0,45/21    
 Poliinsat. 8-11% Manganeso 2,3 C 14/23    
  Sodio 4 D 10/200    
  Potasio 463 E 3/33    
   K 8/7    
   Niacina 1,6/10    
   Biotina 10/10    
   Ác. Pantoténico 1/18    
   Ácido fólico 32/16    
* DDR: dosis diaria recomendada 
 
Producción mundial 
En el siglo XX es cuando realmente podemos hablar de industria aguacatera, 
iniciándose su producción y distribución en California (Díaz-Robledo, 1997). 
Actualmente el aguacate se cultiva en varios países del mundo, principalmente en 
E.E.U.U. (California y Florida), México, República Dominicana, Perú, Chile, 
Argentina, España, Israel, Sudáfrica, Australia y Nueva Zelanda (Fig. 2) (“Avocado 
Source”). 
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Figura 2. Principales países productores de aguacate (FAOSTAT 2015). 
 
Existen otros países con una producción menor de aguacate como Indonesia, Colombia, 
Kenia, Brasil, Ruanda, China, Guatemala, R. D. del Congo, Venezuela, Camerúm, 
Etiopía, Haití, Marruecos, Costa de Marfil, Ecuador y Costa Rica. Como pequeños 
productores, con menos de 25.000 toneladas, están países como Madagascar, Filipinas, 
Portugal, Paraguay, Congo, El Salvador, República Central Africana, Panamá, Bolivia, 
Cuba, Jamaica, Puerto Rico, Honduras, Grecia, Turquía, Zimbaue, Bahamas, Bosnia-
Hezergobina, Barbados, Reunión, Trinidad y Tobago, Palestina, Martinicas, Guayana 
Francesa, Túnez, Guadalupe, Polinesia Francesa, Islas Caimán, Seychelles y Francia 
(FAOSTAT 2015). Dado que como se mencionó anteriormente, la principal variedad de 
aguacate cultivada a nivel mundial es Hass, los datos de recolección mostrados a 
continuación se referirán a este tipo (Fig 3).  
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Figura 3. Producción de aguacate a nivel mundial, año 2013 (FAOSTAT 2015).  
 
En California la producción se obtiene de Diciembre a Octubre y su principal mercado 
es Estados Unidos. En México la producción es continua durante todo el año y sus 
principales mercados son Estados Unidos, Europa, Japón y autoconsumo. En Perú la 
producción es desde Mayo a Agosto, exportándose el 85% a Europa, principalmente a 
Inglaterra. En Chile la recolección se obtiene de Julio a Abril y la exportación es 
principalmente a Estados Unidos y Europa, utilizándose igualmente para el 
autoconsumo. Argentina, tiene un periodo de producción relativamente corto de Mayo a 
Agosto, exportándose a Europa, Francia y España son sus principales consumidores. 
España exporta unas 43.000 toneladas (a Europa, principalmente Francia) y utiliza unas 
17.000 toneladas para consumo propio. Israel utiliza su producción para consumo 
propio y exporta a Europa. 
En África a nivel comercial la mayor producción se obtiene en Sudáfrica. La 
recolección se establece de Marzo a Enero y se utiliza para autoconsumo y exportación 
a Europa. 
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Por último en Oceanía la producción se centra en Australia y Nueva Zelanda. La 
recolección en Australia se prolonga de Marzo a Enero y se destina para autoconsumo y 
exportación a Nueva Zelanda y el Sureste asiático. En Nueva Zelanda la producción es 
para consumo propio durante todo el año y se exporta entre los meses de Agosto y 
Marzo a países como Australia, Japón Corea del Sur y Estados Unidos (FAOSTAT 
2015).  
 
El cultivo del aguacate en España 
En España el aguacate se cultiva principalmente en la costa andaluza (Málaga y 
Granada), y en las Islas Canarias. La producción de aguacate en España se ha ido 
incrementando en los últimos 25 años (Fig. 4). 
Figura 4. Producción anual de aguacate en España en toneladas (FAOSTAT 2015). 
En los años 30, el catalán Ramón Sala Roqueta es pionero en la introducción del 
aguacate en España. Aunque desafortunadamente tenía dos puntos en su contra: la 
situación delicada que atravesaba el país debido a la guerra civil y el hecho de que 
Cataluña no era el mejor lugar para implantar plantaciones comerciales de aguacate, ya 
que sólo existen condiciones idóneas en pequeños microclimas (Díaz-Robledo 1997). 
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A final de los años 40 y principios de los años 50 Popenoe vivió en Almuñecar y se 
dedicó al cultivo de chirimoyos, un cultivo mucho más exigente y con menos mercado 
que el aguacate. En esos años no se pensó en el cultivo del aguacate porque su gusto 
parecía no interesar en España. En los años 50 ya existían distintos ejemplares de 
aguacate dispersos en la costa malagueña, en su mayoría procedentes de Cuba. Había 
además otros árboles subtropicales como el mango. Es el “Rancho California”, en 
Almuñecar (Granada), donde Magdahl realizó la primera plantación aguacatera en la 
Península, pues en Canarias ya hacia tiempo que se cultivaban aguacates. A principio se 
utilizaron patrones mexicanos, ya que eran los usados en California por su resistencia al 
frío pero estas plantas acababan muriendo, por ello se decidió utilizar patrones 
antillanos con resultado satisfactorio. El paso siguiente fue la elección de la variedad a 
cultivar, en primer lugar se seleccionó la variedad Fuerte por ser la más usada 
comercialmente a nivel mundial, cuya producción es en primavera y la segunda 
variedad a usar debía madurar en otoño para completar el ciclo anual. 
En la Figura 5 se muestra la superficie actual de aguacate cultivada, por provincias, en 
Andalucía, siendo la superficie total de la Comunidad Autónoma de 9.275 Has. 
Figura 5. Superficie actual de aguacate cultivada en Andalucía 
(http://www.juntadeandalucia.es/agriculturaypesca). En rojo se representa el nombre de 
las capitales sin producción, en naranja aquellas con baja producción y en verde las de 
alta producción. 
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Los patrones más empleados en la costa andaluza son Topa-Topa, Mexicola, Ducsa y 
Duke-7, todos ellos pertenecientes a la raza mexicana, pudiendo pertenecer la copa a las 
variedades Hass, Fuerte, Zutano, Bacon, Pinkerton y Reed (Díaz-Robledo, 1997). 
Aunque en los últimos años se han introducido nuevos patrones de semilla (Nalter hole) 
ó clonales (Toro Cayon) y variedades (LambHass) (Viveros Brokaw-España, 
comunicación personal). 
 
2. Principales enfermedades del cultivo del aguacate 
Es difícil establecer que fitoparásitos son los más importantes en el cultivo del aguacate 
a nivel mundial (Tabla 4), esto dependerá del país, región productora y del tipo de 
mercado (nacional o internacional). La antracnosis, roña y la pudrición radicular 
causadas por Glomerela cingulata (anamorfo Colletotrichum gloeosporiodes), Elsione 
perseae (anamorfo Sphaceloma perseae) y  Phytophthora cinnamomi, respectivamente, 
son las enfermedades más importantes y cosmopolitas en el mundo (Téliz-Órtiz y Mora-
Aguilera, 2007). 
Tabla 4. Enfermedades registradas en el cultivo del aguacate en distintas zonas del 
mundo. Enumeradas por orden de importancia. 
Enfermedades del fruto Patógeno 
Antracnosis, Viruela Glomerela cingulata (anamorfo Colletotrichum gloeosporiodes) 
Roña Elsione perseae (anamorfo Sphaceloma perseae) 
Mancha bacteriana del fruto y tizón Pseudomonas syringae 
Pudriciones del fruto 
Lasiodiplodia sp., Botryosphaeria obtusa, B. quercuum, B. 
rhodina, Botryotinia fuckeliana (anamorfo Botrytis 
cinerea), Calonectria kyotensisa, Dothiorella aromatica, 
D. gregaria, Nectriari gidiuscula, Lasiodiplodia 
theobromae, N. pseudotrichia, Pestalotia sp., P. 
versicolor, Phomopsi sperseae, Rhizopus stolonifer, 
Sclerotinia sclerotiorum 
Manchado solar Viroide con ARN circular monocatenado de 247 nucleótidos 
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Enfermedades foliares Patógeno 
Tizón foliar Colletotrichum gloeosporioides 
Cenicilla Oidium sp. 
Mildiú negro Asteridiella perseae 
Mancha púrpura Pseudocrecospora purpurea 
Manchas foliares Cochilobolus sativa, Pestalotia sp., P. adusta, Phyllachora 
gratissima, Phyllosticta micropuncta 
Mancha por Phomopsis Phomopsis sp. 
Mancha atizonada Helminthosporium sp. 
Mancha de hollín Akaropeltopsis sp. 
Mancha de chapopote Phyllachora gratissima 
Mancha por alga o afelpada Cephaleuros virescens 
 
Enfermedades del tronco y ramas Patógeno 
Chancro de tronco y ramas Botryosphaeria disrupta, B. obtusa, B. quercum, B. 
rhodina 
Chancros Physalospora perseae, Physalospora abdita, 
Botryosphaeria ribis, Nectria galligena, Fusarium spp., 
F. solani, F. oxysporum, Phytophthora cinnamomi, P. 
citricola, P. heveae, P. boehmeriae 
Raya negra Causa desconocida 
Muerte descendente Lasiodiplodia cacaoicola, Phomopsis sp., 
Pudrición de la madera Fomitella supina, Laetiporus sulphureus, Trames hirsuta 
Pudrición acuosa Ganoderma zonatum 
Chancro bacteriano Pseudomonas syringae 
Pudrición del corazón Oxyporus latemarginatus 
Picadura del tronco Agente desconocido transmisible por injerto 
 
Enfermedades en raíces Patógeno 
Tristeza o pudrición de raíces Phytophthora cinnamomi 
Pudrición de corona Phytophthora cinnamomi, P. citricola 
Pudrición de raíces Pythium sp., Fusarium spp. 
Pudrición por Armillaria Armillaria tabescens 
Armillaria (Clitocybe) root rot Armillaria mellea 
Pudredumbre blanca radicular Rosellinia necatrix (anamorfo Dematophora necatrix) 
Dematophora root rot Rosellinia bunodes 
Pudrición acuosa Ganoderma zonatum 
Agalla de la corona Agrobacterium tumefasciens 
Pudrición del corazón Oxyporus latemarginatus 
Pudrición de raíz y semillas por Rhizoctonia Thanatephorus cucumeris 
Marchitez por Verticilium Verticilium dahliae 
Pudrición del cuello Sclerotinia sclerotiorum 
Pudrición rosa Trichothecium roseum 
Tizón de plántulas Phytophthora palmivora 
 
A continuación se describen en profundidad las enfermedades más importantes del 
cultivo del aguacate.  
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Enfermedades causadas por bacterias 
Chancros bacterianos 
Los chancros bacterianos aparecen en la corteza del tronco y ramas, causadas por 
Pseudomonas syringae en Sudáfrica y Australia y por Xanthomonas campestris Pammel 
en California (Pegg et al., 2002). El desarrollo de la enfermedad se produce durante 
época fría con lluvia a través de las lenticelas.  
 
Enfermedades causadas por viroides 
Manchado solar del aguacate (Sunblotch) 
Esta enfermedad, causada por un viroide, fue observada por primera vez en California 
hacia el año 1914 (Whitsell, 1952) en árboles que habían sido importados de México. 
Diez años más tarde también se observó en Palestina en árboles de los cultivares 
“Fuerte” y “Dickinson” procedentes de California. Posteriormente se ha detectado su 
presencia en diversos países: México (Trask, 1948), Australia (Trochoulias y Allen, 
1970), Sudáfrica (Brodrick et al., 1974), Israel (Alper et al., 1975) y Venezuela 
(Rondón y Figueroa, 1976). En la costa Sur de España se observaron síntomas de esta 
enfermedad al poco tiempo de la introducción del aguacate (Farré, comunicación 
personal) y fue confirmada más tarde por López-Herrera et al. (1987). 
Los síntomas de la enfermedad aparecen en distintas partes del árbol y con diferentes 
grados de intensidad. En frutos, la sintomatología consiste en depresiones de la corteza 
de color amarillento y tamaño variable, pudiendo abarcar desde la inserción del 
pedúnculo hasta la mitad del fruto. En las ramas se presentan estrías y decoloraciones de 
color blanco y en las hojas aparecen amplias zonas cloróticas.  
Existen diversas formas de propagación del manchado solar, a través del injerto, de la 
semilla y por herramientas. En cambio la trasmisión por insectos o por nematodos no 
parece que ocurra. Así pues el control de la enfermedad, tanto en viveros como en 
campo, ha de ser preventivo mediante la selección de semillas y varetas de injerto 
diagnosticadas libres de la enfermedad. Finalmente, hemos de señalar que la ausencia de 
síntomas en brotes, hojas, corteza o frutos no es suficiente para afirmar que un árbol 
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está sano, ya que a veces los árboles de aguacate son portadores del viroide, sin expresar 
síntomas de la enfermedad; son los llamados “portadores asintomáticos” (Wallace, 
1967). 
 
Enfermedades causadas por hongos y oomicetos 
Enfermedades de frutos 
Antracnosis 
Esta enfermedad es la más importante de las enfermedades de postcosecha, aunque en 
algunos cultivares también pueden provocar pérdidas significativas en precosecha. Es 
endémica en la mayoría de las áreas productoras de aguacate y causa daños cuantiosos 
en áreas de elevada pluviometría.  
El ascomiceto Glomerella cingulata  Spauld y Scherenk (anamorfo Colletotrichum 
gloeosporioides Penz. and Sacc.) es el principal patógeno asociado con la antracnosis en 
todos los países productores y, en menor medida, también se ha descrito la especie 
Glomerella acutata Correll (anamorfo Colletotrichum acutatum Simmonds) en 
Australia y Nueva Zelanda (Pegg et al., 2002).  
La infección del fruto tiene lugar en el campo durante el periodo de crecimiento de la 
planta y los síntomas se pueden desarrollar antes o después de la cosecha del fruto. Los 
síntomas que se desarrollan después de la cosecha normalmente aparecen cuando el 
fruto comienza a madurar, inicialmente aparecen lesiones circulares de color marrón 
claro, que evolucionan hasta depresiones negras y la mayor parte del fruto se pudre. En 
condiciones de humedad elevadas, puede aparecer esporulación de color salmón en el 
centro de las lesiones. Los síntomas en frutos antes de la recogida pueden aparecer 
asociados a heridas en la piel o a altas concentraciones de inóculo. También puede 
ocurrir, bajo condiciones de alta humedad, defoliación del árbol y manchas necróticas 
en las hojas y limbo de las mismas. 
El cultivar Hass es parcialmente resistente a esta enfermedad y depende en gran medida 
de los factores ambientales. En contraste los cultivares Brodgen y Ruehle son resistentes 
a la antracnosis.  
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Las podas de formación o aclareo son importantes para mejorar la ventilación dentro del 
árbol. También es recomendable eliminar frutos en estado de descomposición y ramas 
caídas que son fuente de inóculo. 
El control biológico de esta enfermedad se basa en organismos antagonistas a C. 
gloesporoides que se encuentra en la filosfera del fruto. Debido a la versátil aptitud 
epidemiológica del hongo, el control biológico deberá integrarse con otras técnicas de 
control para mejorar las posibilidades de éxito. 
Colletotrichum spp. puede ser controlado por una amplia gama de productos químicos a 
base de cobre (Everet, 1997), ditiocarbomatos, benzimidazoles y triazoles (Bailey y 
Jeger, 1992). También son efectivas las aplicaciones de oxicloruro de cobre, manzate 
(Escobar, 1985) y benomilo (Morales, 2000). 
 
Podredumbre del fruto causada por el complejo Dothiorella/Colletotrichum 
Tradicionalmente esta enfermedad se ha atribuido a la infección por Dothiorella 
gregaria Sacc., Botryosphaeria parva Pennycook y Samuels, o Dothiorella aromatica 
(Sacc.) Petraky Sydow.  
Desde que se observó que inoculaciones artificiales con D. aromática producen 
síntomas indistinguibles de la antracnosis causada por C. gloeosporoides se decidió 
referirse a la enfermedad como podredumbre del fruto causada por el complejo 
Dothiorella/Colletotrichum. La podredumbre del fruto causada por Dothiorella en 
combinación con el hongo de la antracnosis fue descrita por primera vez en Sudáfrica 
(Darvas, 1982). Los síntomas son muy similares a los de la antracnosis sólo que las 
lesiones no se extienden hacia la pulpa. El uso de fungicidas benomilo y oxicloruro de 
cobre ha resultados en un control parcial de la enfermedad (Darvas, 1982).                                               
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Podredumbre terminal del pedúnculo 
Existen dos tipos de podredumbres apicales del pedúnculo, la causada por el hongo 
Colletotrichum gloeosporioides Penz y Sacc y la causada por otros como Dothiorella 
spp., Lasiodiplodia theobromae y Phomopsis perseae  Zerova (Anderson, 2003).  
Los síntomas consisten en la aparición de podredumbre al final del pedúnculo que se 
extiende por el fruto, como una podredumbre oscura-negra con márgenes bien definidos 
(Pegg et al., 2002).  
Para su control se han propuesto fungicidas cúpricos y azoxystrobin (Amistar ®) junto 
con la limpieza del cultivo para disminuir el inóculo (Anderson 2003, Pegg et al., 
2002). 
 
Enfermedades aéreas 
Manchas por Cercospora spp. 
Las manchas por Cercospora en aguacate fueron descritas por primera vez por Stevens 
(1922) y es una de las enfermedades más comunes en aguacate en Florida (Zentmeyer, 
1953) y también en la isla de la Martinica y Camerún (Gustafson, 1976), México (Turu, 
1969), Sudáfrica (Darvas y Kotzé, 1987) y más recientemente en Australia (Peterson y 
Grice, 1992). Esta enfermedad afecta a todos los cultivares comerciales, siendo 
especialmente sensibles los cvs. “Fuerte” y “Sharvil”. Tradicionalmente se ha 
considerado a Cercospora purpurea Cooke como agente causal, pero tras la revisión de 
Deghton (1976) este organismo pasó a renombrarse como Pseudocercospora purpurea. 
Los síntomas de la enfermedad se muestran en hojas, tallo y fruto (Pohronezny et al., 
1994). Las lesiones usualmente aparecen primero en la parte axial de la superficie de 
hojas viejas como manchas inicialmente pequeñas y de color marrón claro que 
posteriormente se transforman en manchas angulares con borde amarillento. También se 
producen unas aperturas en las hojas que otros organismos utilizan como vía de entrada, 
como el agente causal de la antracnosis. 
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Para el control es importante la aplicación periódica de fungicida, con base cúprica. 
Otros fungicidas sistémicos (cyproconazol y flusilazol) y no sistémicos (carbonato de 
cobre amonio) han dado también buen resultado aunque no están autorizados en 
Sudáfrica para su uso sobre el cultivo del aguacate (Lonsdale, 1992). 
 
Chancros en tronco causados por Phytophthora spp. 
Phytophthora cinamomi Rands, que causa podredumbres radiculares también causa 
ocasionalmente chancros en los troncos de aguacate en Australia, Brasil, California, 
Camerún y Sudáfrica (Zentmeyer, 1980); P. heveae Thompson, causa chancros en 
árboles de aguacate en Guatemala (Zentmeyer et al., 1978) y P. citricola Sawada causa 
daños en aguacate en California, afectando al 30% de las plantaciones. 
Estos chancros afectan a las zonas bajas del tronco e incluso algunas veces a la raíz 
principal.  La corteza pierde coloración y se agrieta apareciendo un exudado blanco en 
la base del tronco, llegando la lesión al floema, ocurriendo en estados avanzados 
defoliación y muerte del árbol. 
Para su control se usan métodos similares a los utilizados contra la podredumbre 
radicular causada por P. cinamomi. Es importante no colocar mantillo junto al tronco 
puesto que esto mantendría una alta humedad y favorecería el desarrollo de la 
enfermedad. 
 
Marchitez causada por Verticilium dahlie Kleb. 
La marchitez causada por Verticilium dahlie fue descrita por primera vez en California 
en 1949 por Zentmeyer. Posteriormente ha aparecido en otros países productores de 
aguacate, como Australia, Chile, Ecuador, Sudáfrica y España (Zentmeyer, 1994). 
Verticilium dahlie es el agente causal, que penetra por la raíz y se mueve por el xilema 
causando síntomas de decaimiento del árbol. La sintomatología comienza con una 
marchitez súbita de las hojas, pero aunque en árboles viejos sólo afecta a ramas, en 
jóvenes puede causar la muerte.  
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Como medida preventiva es importante antes de comenzar una nueva plantación 
asegurarse de que en la zona no se ha cultivado previamente plantas susceptibles como 
olivo, algodón o patata y durante el cultivo se recomienda podar y quemar las ramas 
afectadas. 
 
Enfermedades radiculares 
Podredumbre de raíz causada por Armillaria spp. 
Esta enfermedad es causada por más de 40 especies pertenecientes al género Armillaria, 
entre las que destaca Armillaria mellea (Vahl:Fr.) P. Kumm. Durante los primeros años 
de las plantaciones se pensó que el aguacate era inmune a esta enfermedad, pero más 
tarde fue aislado en Ecuador, México y EE. UU. (Ohr y Zentmeyer, 1994). 
A. mellea invade y destruye raíces principales y se observan unas características placas 
blancas de micelio debajo de la corteza de las raíces que pueden ascender unos 
centímetros en la madera del tronco.  
Su control es dificultoso, ya que puede sobrevivir durante años en el suelo, aunque se 
trata de un hongo extremadamente sensible a la falta de humedad, por lo que un método 
de prolongar la vida de los árboles afectados sería la exposición de la base del tronco al 
aire.  
 
Podredumbre de raíz causada por Rhizoctonia solani Kühn 
Se trata de un hongo que afecta principalmente a semillas atacando los cotiledones y 
causando podredumbres radiculares en las jóvenes raíces. Se considera de baja 
importancia ya que causa daños principalmente en plantas jóvenes de semilleros y en 
plantaciones nuevas y, en menor medida en árboles adultos. En Andalucía se ha aislado 
Rhizoctonia spp., siendo baja su incidencia, aunque podría predisponer al árbol a 
infecciones por otros patógenos más virulentos como P. cinnamomi, reduciendo el vigor 
de la planta (López-Herrera y Melero-Vara, 1992). 
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Podredumbre radicular causada por Phytophthora cinamomi  Rands 
La podredumbre radicular del aguacate causada por P.  cinamomi es la enfermedad más 
destructiva e importante de este cultivo a nivel mundial. Ataca a árboles de todas las 
edades, incluidos árboles jóvenes. Fue descrito por primera vez en aguacate en Puerto 
Rico en el año 1929 por Tucker, aunque hay indicios de que se mostró previamente en 
California. Wager en 1942 consiguió aislar el hongo por primera vez de árboles 
enfermos.  
P. cinamomi se encuentra en multitud de países en el mundo, especialmente en climas 
cálidos y áreas subtropicales, habiendo sido descrito en más de 70 países, causando 
enfermedad en más de 100 tipos de plantas distintas, como aguacate, piña, kiwi, 
melocotonero, peral, eucalipto, ciprés, pino, azalea, y varias plantas nativas australianas 
y sudafricanas (Zentmeyer, 1980). 
Esta podredumbre radicular ha sido el principal factor económico limitante en 
plantaciones de aguacate en países como Australia, México, Sudáfrica y California 
(E.E.U.U.). Aunque también se encuentra en la mayoría de plantaciones de aguacate en 
las Islas Carolina, el Caribe, América Central y Sudamérica, Fiyi, Israel, Kenia, 
Marruecos, las Filipinas, Portugal, España, Taiwán, Florida, Hawái y el oeste de África 
(Zentmeyer et al., 1994).  
Estudios en las plantaciones de la costa andaluza citan una incidencia de la enfermedad 
del 35% (Pérez-Jiménez et al., 2005) y no parece ser endémico de la zona, sino que el 
patógeno probablemente fue introducido al importar árboles de aguacate aparentemente 
sanos de California o México (López-Herrera y Pérez-Jiménez, 1995). 
En aguacate, la infección está principalmente limitada a raíces finas, que se oscurecen  
se quiebran y ocasionalmente acaban muriendo. P. cinnamomi puede ser aislada de 
raíces con coloración marrón y es frecuente que una infección leve de esta podredumbre 
no muestre síntomas visibles (Ploetz y Parrado, 1988), aunque si disminuiría la 
fotosíntesis y con ello el crecimiento y la producción de los árboles infectados. 
Los síntomas típicos de la enfermedad causada por este patógeno son defoliación en la 
copa del árbol con hojas reducidas de tamaño y frecuentemente de un color más claro 
verde amarillento en lugar de verde oscuro, frecuentemente estas hojas se marchitan y 
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acaban muriendo. Generalmente la maduración de los frutos suele ser leve, aunque en 
ocasiones se da una alta producción de frutos pequeños (Téliz-Órtiz y Mora-Aguilera, 
2007). 
Este hongo presenta un tiempo de germinación corto y una alta capacidad reproductiva, 
convirtiéndolo en un temible patógeno. El inóculo puede incrementarse de niveles 
indetectables a altos niveles en pocos días, si hay condiciones de alta humedad y 
aireación (Téliz-Órtiz y Mora-Aguilera, 2007). 
P. cinnamomi forma tres tipos de esporas, implicadas en el desarrollo de la enfermedad: 
zoosporas, clamidosporas y oosporas (Zentmeyer, 1980) (Fig.6).  
Figura 6. Ciclo de vida de Phytophthora cinnamomi (Adaptado de Zentmeyer, 1980). 
 
Las zoosporas son las responsables de la rápida colonización durante las epidemias, a 
pesar de su fragilidad y de su corto periodo de vida. Cuando las zoosporas contactan 
con la superficie de las raíces, atraídas por sus exudados, pierden los flagelos y forma 
quistes esféricos. Estos quistes germinan formando hifas que invaden el espacio 
intercelular del córtex, llegando en pocos días a formar esporangios y clamidosporas en 
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raíces alimenticias afectadas. Las clamidosporas son muy resistentes en el tiempo, 
germinan produciendo varios tubos germinativos o directamente formando esporangios. 
Las oosporas parecen no jugar un papel importante en el desarrollo de la enfermedad. 
Como métodos de control preventivos es necesario utilizar suelos con buen drenaje, así 
como evitar su introducción en parcelas libres de este patógeno y realizar aplicación de 
solarización en zonas afectadas (cubriendo con plásticos transparentes la superficie del 
suelo previamente humedecida en periodos de muy alta  irradiación solar) (López-
Herrera et al., 1997). 
El control químico no fue efectivo hasta 1970 cuando comenzaron a usarse dos 
fungicidas: acylanilide (Metaxil, Ridomil®) y fosfonatos (Fosetyl-Al, Aliette®). El 
metalaxil es rentable en replantaciones, pero no en tratamientos de árboles adultos y se 
ha observado un mejor control de la enfermedad utilizando los fosfonatos mediante 
inyección a tronco (López-Herrera et al. 1995). 
Como método de control biológico podría aprovecharse la baja capacidad saprofitica de 
Phytophthora spp., que compite mal con otras bacterias y hongos del suelo. Así pues, 
podría favorecerse el crecimiento de estos competidores por acumulación de hojarasca 
(Pegg et al., 2002). También se ha estudiado la existencia de suelos supresivos para el 
control de P. cinnamomi en Sudáfrica (Duvenhage y Maas, 1990) y Australia 
(Broadbent y Baker, 1974). 
 
Podredumbre radicular causada por Rosellinia necatrix Prill. 
En los años 80 comenzaron a aparecer árboles sintomáticos en jóvenes plantaciones de 
aguacate del Sur de España, que mostraban decaimiento de la planta e incluso 
desencadenaban su muerte, secándose los árboles completamente. Tras realizar 
prospecciones en campo se determinó que estos síntomas eran debidos principalmente a 
dos hongos patógenos de suelo causantes de podredumbres radiculares: P.cinamomi, 
que causa grandes pérdidas productivas a nivel mundial y con mayor incidencia 
Rosellinia necatrix que ha ido incrementando la misma en las plantaciones de aguacate 
del Sur de España hasta el punto de ser considerado el agente causal más importante de 
las podredumbres radiculares de este cultivo (López-Herrera, 1998). Se trata de un 
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hongo endémico de la zona que incrementó su virulencia al sustituirse cultivos de 
secano suceptibles a R. necatrix, tales como almendro, olivo y vid, por el cultivo del 
aguacate en regadío. 
El género Rosellinia pertenece a la subdivisión Ascomycotina, clase Euascomycetes, 
subclase Pyrenomycetes, orden Sphaeriales y familia Xylariaceae. En 1844 de Notaris 
identificó este hongo por primera vez como Dematophora necatrix, tratándose de la fase 
asexual previamente conocida como Rhizomorpha necatrix.   
El rango de huéspedes de este patógeno es amplio, incluyendo especies subtropicales 
(aguacate, café y mango), árboles frutales de climas templados (almendro, manzano, 
higuera, kiwi, vid, olivo, peral, caqui, cerezo y té), cultivos de frutos recubiertos por 
cáscara (castaño, pistacho y nogal), pequeños frutales como la fresa, árboles forestales 
(pino, sequoia, tejo), plantas herbáceas (alfalfa, patata, algodón y judías) y plantas 
ornamentales (azalea, rosal) (Khan 1959; Sztejnberg y Madar, 1980). 
El micelio de R. necatrix es inicialmente blanco y algodonoso en medio de cultivo 
patata dextrosa agar,  pero con el paso del tiempo toma un color marrón oscuro, debido 
a una esclerotización del micelio. La pigmentación se localiza en las paredes de las 
células y depende de la actividad metabólica. R. necatrix es un hongo de crecimiento 
rápido cuyo óptimo se da en condiciones artificiales en oscuridad entre 20 y 24 ºC. La 
estructura morfológica más característica de su micelio es la presencia de un 
ensanchamiento, en los cultivos más viejos, en forma de pera antes del septo, 
frecuentemente utilizado para su identificación primaria (Fig. 7). 
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Figura 7. Ensanchamiento en forma de pera antes del septo de las hifas en los cultivos 
más viejos de R. necatrix. 
 
El ciclo de vida asexual de R. necatrix (Fig. 8) sucede a través de dos tipos de esporas: 
clamidosporas y conidiosporas. Las clamidosporas se pueden encontrar bajo 
condiciones ambientales muy concretas y son raramente encontradas en condiciones 
naturales y artificiales. Estas esporas son esféricas y se forman  por condensación de los 
hinchazones en las células piriformes (Makambila, 1976). Las conidiosporas se generan 
al final de las células conidiógenas, en las zonas esclerotizadas.  
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Figura 8. Ciclo de vida de R. necatrix (Adaptado de Pliego et al., 2012). 
 
En el ciclo sexual, las esporas sexuales (ascosporas) (Fig. 8) se forman en las ascas 
dentro de las peritecas (Fig. 9) y son expulsadas al exterior en una masa mucilaginosa 
cuando están maduras a través de la papila de las peritecas. Estas estructuras se han 
encontrado en raíces de manzano (Teixeira de Sousa y Whalley, 1991) y aguacate 
(Pérez-Jiménez et al., 2003). Para la formación de peritecas tanto en condiciones 
naturales, como in vitro se requiere un largo periodo de tiempo en condiciones de alta 
humedad  (Pérez-Jiménez et al., 2003; Teixeira et al., 1991; Nakamura et al., 2000). Las 
ascosporas liberadas germinan a través de su hendidura ventralproduciendo un micelio 
con hinchazones periformes que de nuevo infecta las raices alimenticias del árbol 
completando el ciclo asexual del patógeno. 
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Figura 9. Peritecas de R. necatrix (López-Herrera, sin publicar). 
 
R. necatrix es muy sensible al calor y para su crecimiento es fundamental la humedad en 
el suelo (Anselmi y Giocerlli, 1990) y el correcto aireamiento, dado que se trata de un 
hongo aerobio. La presencia de luz impide un crecimiento óptimo del micelio.  
En un estudio inicial del conocimiento del proceso de infección de R.necatrix en plantas 
de aguacate realizado por Pliego et al. (2009), se consiguió el marcaje fluorescente del 
micelio de un representante patogénico de R. necatrix aislado de raíces de aguacate, 
mediante la transformación mediada por protoplastos. Así se pudo conocer el proceso 
de infección de R. necatrix en plantas de aguacate. Se detectaron varios puntos de 
infección a lo largo del sistema radicular: corona, lenticelas (aperturas naturales) y entre 
células epidérmicas. El micelio de R. necatrix tras cubrir superficialmente la raíz de la 
planta de aguacate penetra por estas aperturas naturales e invade las células 
epidérmicas, corticales y los haces vasculares (xilema primario y secundario), tanto en 
crecimiento primario, como en crecimiento secundario, pudiendo ser parcialmente 
responsable del comienzo de los síntomas aéreos de la enfermedad. 
El avance de la enfermedad se cree que se debe a varios factores, destacándose 
principalmente; asfixia radicular y obstrucción de los vasos conductores de la planta y 
migración de compuestos fitotóxicos (toxinas) desde la raíz a las hojas (Whalley, 1996). 
Las citocalasinas son un grupo de compuestos de toxinas producidas por este hongo que 
han sido ampliamente estudiado y conteniendo varias formas, pero todas tienen en 
común un efecto perjudicial sobre las células, Citocalasina E es una de las variantes más 
agresivas (Foissner y Geoffrey, 2007). Las toxinas citocalasina E y rosnecatrone son 
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producidas por R. necatrix (Edwards et al., 1989, Edwards et al., 2001) y se piensa 
están implicadas en la aparición de síntomas de la enfermedad que este hongo causa en 
plantas (Whalley, 1996), aunque su efecto sobre plantas de aguacate no había sido 
estudiado hasta el momento. 
Los hongos patógenos de suelo normalmente se establecen en el suelo antes de que 
comience a mostrarse síntoma alguno en las plantas. Esto sugiere que sería muy 
interesante luchar contra el patógeno antes de que la planta muestre sintomatología, 
pudiéndose efectuar un control más efectivo de la enfermedad. En el caso de R. necatrix 
se realizó un estudio en el que se comparaba la eficiencia y rapidez por medios 
tradicionales o moleculares de la detección del patógeno en suelos infestados. El 
método de detección molecular (PCR convencional con cebadores específicos R3 y R8) 
resultó ser mucho más sensible, con un menor porcentaje de contaminaciones y además 
aporta datos cuantitativos no obtenidos en el método de detección tradicional (Ruano-
Rosa et al., 2007). Este avance es de gran interés para detectar al patógeno antes de que 
la planta comience a mostrar síntomas, punto en el cual la recuperación de aquella es 
menos exitosa. 
En el control de la PB causada por R. necatrix se utilizan métodos físicos, químicos y 
biológicos. 
 
Métodos de control físico 
Como métodos físicos destacan, las buenas prácticas culturales, como desinfección 
superficial de herramientas, quema de material vegetal infestado, testaje periódico del 
suelo, uso de patrones tolerantes, y la solarización. Existen estudios realizados en 
España de solarización sobre aguacate que han conseguido controlar la enfermedad en 
plantaciones establecidas de aguacate infestadas por el hongo (López-Herrera et al., 
1998; López-Herrera et al., 1999). 
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Métodos de control químico 
En el control químico se han utilizado fungicidas sistémicos del grupo de los 
ditiocarbamatos como benomilo, carbendazima, y metiltiofanato, y de contacto como 
fluazinam, siendo  este último el fungicida más efectivo (López-Herrera et al., 2007). 
Parece que existe un alto control de la enfermedad al utilizar fluazinam combinado con 
el agente de control biológico Trichoderma (López-Herrera, datos no publicados). 
 
Métodos de control biológico 
Hasta la segunda mitad del siglo XX el principal método para luchar contra las 
enfermedades de las plantas era la aplicación de productos químicos, que 
frecuentemente son dañinos para el medioambiente y la salud humana. Por esta razón  
se plantearon alternativas como el uso de agentes de biocontrol (ABC) contra patógenos 
de plantas. Actualmente se han desarrollado estudios con bacterias (Agrobacterium, 
Pseudomonas, Streptomyces y Bacillus) y hongos (Trichoderma, Gliocladium, 
Ampelomyces, Candida y Coniothyrium) como ABC (Vinale et al., 2008 b). 
Se han desarrollado estudios con Pseudomonas clororaphis (Cazorla et al., 2006)  y 
Bacillus subtilis (Cazorla et al, 2007), productor este último de lipopéptidos 
antifúngicos, como bacterias antagonistas para R. necatrix en cuanto a su producción de 
antibióticos. Mutantes de P. clororaphis con menor producción de 2-hexyl 5-propyl 
resorcinol que el silvestre disminuían su efecto de biocontrol sobre la podredumbre 
blanca de aguacate. También combinaciones de ciertas bacterias (Bacillus subtilis, 
Pseudomonas pseudoalcaligenes y P. chlororaphis) con Trichoderma spp. (T. 
atroviride y T. virens) inducen un retraso significativo de la PB causada sobre plantas 
de aguacate, mayor incluso que aplicando dichos ABC de forma individual (Ruano- 
Rosa et al., 2014). 
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-.Control biológico mediante Trichoderma sp. 
Especies del género Trichoderma son muy comunes en suelos de todo el mundo y 
poseen una fuerte acción de biocontrol contra hongos patógenos de suelo. Este género 
fue establecido por Persoon en 1794, en base a cuatro especies aisladas en Alemania, de 
las que finalmente sólo una resultó pertenecer a este género. En 1865, los hermanos 
Tulasne fueron los primeros en relacionar T. viride con su fase sexual Hypocrea rufa. 
Hasta el año 2000 la mayoría de las identificaciones estaban basadas en caracterización 
morfológica, proceso complicado dada la gran similitud entre aislados, que 
frecuentemente conduce a errores.   
La clasificación de Trichoderma es compleja, generalmente se ha relacionado con el 
telomorfo Hypocrea, existiendo además representantes como Gliocadium virens 
recientemente incluidos en el género Trichoderma. Las especies de este género 
representan un grupo de hongos filamentosos que pertenecen al Reino Mycetae (fungi), 
división Eumycota, subdivisión Deuteromycotina, clase Hyphomycetes, orden Hyphales 
(Moniliales) y familia Moniliaceae (Alexopoulos y Mims 1979). Aunque de acuerdo 
con Kuhls et al. (1997), Lieckfeldt et al. (1999), Samuels y Chaverri (2003), Samuels 
(2005) y Jaklitsch et al. (2006), la clasificación taxonómica del género Trichoderma 
sería Reino Mycetae (Fungi), División Eumycota, Subdivisión Ascomycotina, Clase 
Euascomycetes, Orden Hypocreales, Familia Hypocraceae y Género Trichoderma e 
Hypocrea. 
La conidiogénesis o diferenciación conidial de Trichoderma está principalmente 
inducida por luz y daño en hifas, así  como es necesario que la hifa se encuentre en el 
momento fisiológico adecuado (capacidad de diferenciación). La conidiogénesis es 
estimulada por energía lumínica desde el ultravioleta cercano (UVA) hasta el espectro 
azul (320-500 nm)  (Betina y Farkas, 1998). La inducción de la diferenciación conidial 
por daño, por ejemplo mecánico, ha sido demostrada en muchas especies de 
Trichoderma (Steyaert et al., 2010 a, b). Recientes estudios sugieren que el H2O2 podría 
ser la molécula implicada en la transmisión de la señal y activación de la cascada de las  
kinasas (MAPKs) involucrada en la respuesta del hongo por estrés (Hernández-Oñate et 
al., 2012). 
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El efecto de biocontrol de Trichoderma sobre agentes patógenos se atribuye a varios 
factores principales: competencia por espacio y nutrientes (principalmente Carbono y 
Nitrógeno), síntesis de metabolitos secundarios por parte de Trichoderma que afectan 
negativamente a otros organismos, promoción del crecimiento de las plantas e 
inducción de respuesta sistémica inducida en estas, efectos de micoparasitismo y  
actividad enzimática (Howell,1998). 
Los metabolitos secundarios son compuestos generados por los organismos que no 
resultan esenciales para la vida de estos, pero que son de gran importancia para su 
supervivencia y en su interacción con otros seres vivos, por utilizarse como señales 
químicas para comunicación intra e interespecie y como inhibidores del crecimiento 
para otros organismos competidores (Demain y Fang, 2000). Los metabolitos 
secundarios se clasifican en función de su distancia de actuación,  corta distancia 
(compuestos solubles en agua) y larga distancia (antibióticos volátiles) (Ghisalberti et 
al., 1990). 
Uno de los grupos químicos de metabolitos secundarios generados por Trichoderma son 
las pironas consideradas como un derivado del pirano o una lactona insaturada de cinco 
carbonos. Una lactona es un compuesto orgánico del tipo éster cíclico que se forma 
como producto de la condensación de un grupo alcohol con un grupo ácido carboxílico 
en una misma molécula (Fig. 10). Las estructuras más estables de las lactonas son los 
miembros con 5 anillos (gama-lactonas) y los de 6 anillos (los delta-lactonas), por razón 
de la menor tensión en los ángulos del compuesto. 
Figura 10. Formación de una lactona a partir de un ácido carboxílico. 
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La penicilina fue descubierta en 1929 como un metabolito secundario producido por 
Penicillium notatum y, en 1932 la gliotoxina fue el primer metabolito secundario 
producido por el género Trichoderma y se aisló mostrando actividad antifúngica aunque 
fue identificado 30 años después. El metabolito 6PP fue aislado por primera vez en 
1972 como el primer compuesto antifúngico volátil del género Trichoderma que 
también es producido por Gliocladium spp. (Howell, 1998). 
Los metabolitos dehidroharzianolide y harzianolide fueron descritos por primera vez en 
1991. Ambos poseen un núcleo 3.4, dialkylfuran-2 (5H)-one (Almassi et al., 1991). El 
metabolito t39butenolide, que posee el mismo núcleo que los metabolitos 
dehidroharzianolide y harzianolide, se describió y ensayó por primera vez en 2006 
(Vinale et al., 2009). Los metabolitos t39butenolide y dehidroharzianolide son 
derivados del harzianolide, compartiendo con él su estructura básica, la única diferencia 
se encuentra en el radical del C3´.  
Existen varios aislados de Trichoderma que poseen efectos directos en el desarrollo de 
plantas y en la productividad del cultivo (Harman 2006, 2011). El efecto de promoción 
del crecimiento de plantas por Trichoderma es conocido desde hace años, en algunas 
especies de plantas tiene efecto sobre la germinación de semillas, la floración y el 
crecimiento vegetativo (Chang et al., 1986). Trichoderma es un potencial estimulador 
en el crecimiento de una gran variedad de familias de plantas. Una vez que establece 
contacto con las raíces los efectos de promoción del crecimiento en plantas pueden 
durar todo el ciclo de vida de la planta porque el hongo continúa colonizando el sistema 
radicular. 
Múltiples estudios demuestran que el incremento de la resistencia frente a patógenos 
observado en plantas en cuya rizosfera se encuentra Trichoderma es debido a una 
inhibición directa del crecimiento del patógeno o por activación de parte del sistema 
inmune de la planta (Pieterse et al., 2009). Las plantas poseen varios mecanismos de 
defensa inducibles de protección contra patógenos, como la resistencia sistémica 
adquirida, que es activada por un amplio rango de patógenos, especialmente aquellos 
que causan necrosis de los tejidos (Ryals et al., 1996). La resistencia sistémica 
adquirida se caracteriza por una restricción del crecimiento del patógeno y una 
supresión del desarrollo de la enfermedad comparado con la infección primaria de 
plantas no inducidas. Trichoderma puede inducir un estado fisiológico en la planta que 
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le confiera la capacidad de responder a estímulos negativos de forma más robusta y 
rápida (Alfano et al., 2007; Mathys et al., 2012). 
Existe un incremento de ciertas actividades enzimáticas hidrolasas, especialmente 
glucanasa y quitinasa, relacionado con la protección de la planta contra patógenos de 
raíz (Azcón Aguilar y Barea, 1996). Cuando Trichoderma detecta un agente invasivo en 
una planta, por ejemplo un hongo, se activa una ruta metabólica que desencadena la 
síntesis de enzimas que degradan la pared celular del hongo.  
Paralelamente en muchos casos se establecen relaciones de micoparasitismo visibles 
fácilmente al microscopio, como enrollado (coiling) de tal forma que estos hongos 
fitopatógenos son atacados, disminuyéndose sus efectos negativos sobre la planta, y 
viéndose afectadas las plantas en menor medida que en otras en los que no existe 
actuación de Trichoderma. La habilidad de Trichoderma de parasitar y matar otros 
hongos ha sido el  motivo más  importante para su comercialización como biofungicida 
(Mukherjee et al., 2012). El micoparasitismo es un proceso complejo que requiere de 
pasos sucesivos, reconocimiento, ataque, penetración y muerte del huésped. La 
detección remota es parcialmente debida a la expresión de enzimas degradadoras de 
paredes (quitinasas, glucanasas y proteasas) (Harman et al., 2004), se cree que el hongo 
genera exoquitinasas a bajos niveles, que al degradar la pared de otros hongos activan 
en Trichoderma la mayor síntesis de estas enzimas líticas, comenzando el ataque. Cabe 
destacar la variedad de patrones de inducción, que varían ampliamente entre distintos 
aislados de Trichoderma. 
Para el estudio del micoparasitismo es muy importante el marcaje diferencial de los dos 
hongos a estudiar, especialmente cuando el grosor de las hifas es similar. Para ello el 
uso de la proteína verde fluorescente, GFP, es una importante herramienta para 
monitorear el destino y desarrollo de las hifas de los hongos (Lorang et al., 2001) y 
bacterias (Unge y Jansson, 2001). La proteína GFP, a diferencia de otros marcadores, no 
necesita ningún cofactor para emitir fluorescencia. Así los mutantes marcados con 
emisión de fluorescencia son muy útiles para estudios in situ de procesos de 
antagonismo, permitiendo la visualización de interacciones de micoparasitismo entre 
Trichoderma y varios hongos fitopatógenos sobre los tejidos vegetales (Lu et al., 2004). 
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Así pues, esta síntesis de enzimas y el establecimiento de micoparasitismo son unos de 
los principales mecanismos a los que se atribuye el efecto de biocontrol (disminución de 
la severidad de la enfermedad causada por hongos virulentos) ejercido por Trichoderma.  
 
-.Control biológico mediante aislados fúngicos hipovirulentos 
Hongos de suelo pertenecientes a especies típicamente virulentas infectados por 
micovirus (ARN de doble cadena, ARNdc) pueden verse afectados negativamente en su 
capacidad infectiva. Existen ARNdcs que reducen la virulencia del hongo patógeno, 
este fenómeno es conocido como hipovirulencia (Nuss, 1992). La presencia de ARNdc 
e hipovirulencia están relacionados en el caso de hongos patógenos;  tales como Botrytis 
cinerea (Potgieter et al., 2013; Cao et al 2011); Alternaria alternata (Aoki et al., 2009; 
Fuke et al., 2011) y Fusarium (Darissa et al., 2012; Kyung-Mi et al., 2011). 
Al poner en contacto el micelio de un hongo no patogénico que contenga un ARNdc 
con el micelio vegetativamente compatible de un hongo patógeno, el ARNdc parece ser 
trasmitido al patógeno. Existen indicios de que este ARNdc se replica en el interior de 
su huésped y puede así transmitir  hipovirulencia, aunque cabe destacar que la mayoría 
de ARNdcs no afectan aparentemente a la virulencia de su huésped (Kanematsu et al., 
2004). 
En un estudio de presencia de ARNdc en aislados de R. necatrix de Japón, se detectó 
este elemento en un 20% de los casi 300 aislados totales analizados (Arakawa et al., 
2002), obteniéndose más de 50 tipos de ARNdc distintos y destacando un patrón con 12 
fragmentos que en la pruebas de patogenicidad resultó ser un potencial factor de 
trasmisión de hipovirulencia. Uno de los ARNdc detectado se identificó como 
probablemente derivado de un nuevo miembro de la familia Reovidae (virus de hongos) 
(Osaki et al., 2002) y se atribuyó a ese ARNdc la hipovirulencia del aislado de R. 
necatrix (Kanematsu et al., 2004). Estudios posteriores han profundizado en el 
conocimiento a nivel molecular de ARNdc obtenido de aislados hipovirulentos de R. 
necatrix (Sasaki et al., 2005), demostrándose la trasmisión de este ARNdc también 
entre micelios incompatibles (Yaegashi et al., 2011). 
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En los últimos años, se está desarrollando el uso de aislados hipovirulentos del hongo 
patógeno o el uso de virus de hongos (micovirus) como medidas de control biológico 
(Matsumoto 1998, Cao et al., 2011, Darissa et al., 2012). Así  se han estudiado aislados 
hipovirulentos o avirulentos del mismo género o de diferente género que el patógeno, 
como agentes de biocontrol. Se ha utilizado aislados no patogénicos de Gaeunomyces 
para controlar enfermedades en trigo (Gutteridge et al., 2006); aislados no patogénicos 
binucleados de Rhizoctonia controlan Phythopthora parasítica en tabaco (Cartwright y 
Spurr, 1998), y Saccharomyces cerevisiae se utiliza como agente de biocontrol de 
Botrytis cinerea en uva (Nally et al., 2012). El chancro del castaño causado por 
Cryphonectria parasitica Murrill destruyó la mayoría de los castaños americanos y 
europeos cuando se introdujo a principios del siglo XX, pero en el continente europeo 
se dió un fenómeno de hipovirulencia que permitió la recuperación de muchos árboles 
(Grente, 1965; Heiniger y Rigling, 1994). Esta hipovirulencia es debida a la presencia 
en el citoplasma de virus de ARN (Day et al., 1977), que puede ser trasmitido por 
anastomosis de hifas causando en el micelio receptor hipovirulencia (Anagnostakisy 
Day, 1979; van Alfen et al., 1975), siempre que exista compatibilidad vegetativa entre 
los micelios. Este hecho es esperanzador para el uso de aislados hipovirulentos, 
conteniendo ARNdc para disminuir virulencia de otros hongos patógenos. Así el uso de 
aislados hipovirulentos fúngicos como ABC contra las enfermedades de plantas  abre un 
nuevo campo para la lucha controlada, respetuoso con el medio ambiente. 
 
  
  
 
 
CAPÍTULO 1 
 
 
 
ACTUACIÓN DE ROSELLINIA NECATRIX EN PLANTAS DE AGUACATE 
AFECTADAS POR LA PODREDUMBRE BLANCA DE RAÍZ Y 
CONTRIBUCIÓN DE SUS TOXINAS AL DESARROLLO DE LA 
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Es de vital importancia definir claramente la zona de actuación de Rosellinia necatrix, 
agente causal de la PB, en la planta de aguacate para definir las zonas de ella donde se 
debe dirigir la acción de los ABC. En estudios previos se ha demostrado que R. necatrix 
infecta plantas de aguacate penetrando en sus raíces en varios puntos preferentemente a 
nivel del cuello de la planta así como a través de lenticelas y entre células epidermales, 
y también penetra en el xilema primario y secundario (Pliego et al., 2009), pero no se 
han hecho estudios para discernir la posible translocación del hongo en el sistema 
vascular de la planta.  
En este trabajo se definió la zona de actuación del patógeno, evaluando si R. necatrix 
invade el sistema vascular en plantas de aguacate afectadas por la PB, mediante 
aislamientos del hongo en tallo y análisis moleculares de PCR de hojas. También se 
valoró la contribución de sus toxinas en el decaimiento de la planta, estudiando si existe 
relación entre la presencia de estas y una menor eficiencia fotosintética por medición 
indirecta a través de emisión de fluorescencia de sus hojas. 
 
1.1.Material y métodos 
1.1.1. Localización de R. necatrix en plantas de aguacate 
Aislamientos de R. necatrix en tallo de plantas de aguacate inoculadas 
Para detectar el patógeno en el tallo de plantas de aguacate infectadas por R. necatrix se 
utilizaron 70 aislados del patógeno, pertenecientes a una colección conservada en el 
Instituto de Agricultura Sosteniblede Córdoba, CSIC (IAS). Se inocularon plantas de 
aguacate (dos por cada aislado del hongo) del cv. Topa-Topa y 6 meses de edad, 
crecidas en sustrato Laura (SL) (turba, fibra de coco y perlita en una proporción 
6:1:0,6), con semillas de trigo (3,75 g/L sustrato) colonizadas por el patógeno durante 
tres semanas a 25ºC en oscuridad (Sztejnbergand y Madar, 1980). 
Pasados 10 días estas plantas comenzaron a mostrar síntomas, y a las 6 semanas estaban 
muertas. Entonces se realizaron cortes trasversales del tallo a 0, 5 y 10 cm desde la base 
del mismo, que fueron desinfestados superficialmente en hipoclorito sódico al 20% 
durante tres minutos, con tres lavados consecutivos en agua destilada estéril y 
sembrados en medio de cultivo patata dextrosa agar (PDA) (Difco, Detroit, MI, USA) 
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con ácido láctico (0,2%). Después de tres días de incubación en oscuridad a 25 ºC los 
cultivos puros obtenidos del borde de las colonias crecidas, se sembraron en placas de 
PDA para detectar la presencia del patógeno a distintas alturas del tallo (Fig. 11).  
Figura 11. Puntos de corte de los tallos a 0, 5 y 10 cm desde la base en plantas de 
aguacate muertas por R. necatrix. 
 
 
Ensayos moleculares en hojas 
Para determinar si el hongo alcanzaba o no la parte aérea de la planta, se inocularon 
cinco plantas de aguacate, en las mismas condiciones que en el apartado anterior, con el  
aislado patogénico de R. necatrix (Rn 400) para su posible detección en las hojas de las 
plantas. 
Se tomaron muestras de hojas, cuando las plantas presentaban cada uno de los cinco 
estadios de la enfermedad según la escala de síntomas de aguacate (ESA) (1: planta 
sana, 2: comienzo de la marchitez, 3: planta completamente marchita, 4: comienzo de la 
necrosis y 5: planta muerta) (Fig. 12). 
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Figura 12. Escala de síntomas de la podredumbre blanca en plantas de aguacate.1: 
planta sana, 2: comienzo del decaimiento de las hojas apicales, 3: marchitez general, 4: 
comienzo de necrosis en hojas y 5: planta muerta. 
 
Estas muestras se liofilizaron, realizándose una extracción posterior del ADN siguiendo 
el protocolo de extracción del CTAB (Doyle y Doyle, 1987). Para ello, el tejido vegetal 
liofilizado se homogeneizó con tampón de extracción (CTAB 2%, NaCl 5M 30%, 
EDTA 0,5 M 4%, Tris 1M pH8 10% y PVP 2%), se incubó a 65 ºC durante 30 minutos, 
precipitándose en primer lugar con isopropanol y añadiendo ARNasa (10 mg/mL), y a 
continuación con acetato de sodio 3M y etanol. De esta forma se obtuvieron distintas 
soluciones de ADN de las hojas de aguacate. 
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Para realizar la amplificación por PCR convencional se utilizaron los primers 
especificos para R. necatrix, R3 y R8 seleccionados de las regiones ITS (Schena et al., 
2002). Las reacciones de PCR se llevaron acabo en un termociclador “T1 
Thermocycler” (Whatman Biometra, Göttingen Germany), con 15 µL de volumen 
final/muestra, conteniendo 1 ng de ADN, 0.4 mMdNTPs, 1.25 mM MgCl2, 0.3 µM de 
cada primer, buffer 1x y 0.5 U de GoTaq polimerasa de ADN (Promega). Las muestras 
se sometieron a 40 ciclos de 30 segundos a 95ºC y 30 segundos a 55ºC; y 1 minuto a 72 
ºC. El fragmento de ADN amplificado se visualizó bajo luz ultravioleta, después de una 
electroforesis en gel de agarosa al 2 %, con RedSafeTM (iNtRON Biotechnology, Inc., 
Korea). Se utilizaron controles negativos (sin molde de ADN en la reacción PCR) y 
positivos (micelio de R. necatrix). 
 
1.1.2. Efecto de las toxinas sobre plantas de aguacate 
Producción, extracción e identificación de toxinas a partir de filtrados de R. 
necatrix 
Se inocularon dos matraces por aislado (dos litros de medio de cultivo líquido estéril, 
3% extracto de malta y 6% glucosa) con dos discos de micelio (7 mm de diámetro) 
procedentes de colonias en crecimiento activo en PDA de 6 aislados de R. necatrix 
(Tabla 5), representantes de distintos grupos de virulencia, 1, muy virulento y 9, no 
patogénico (Ruano-Rosa et al., 2010). 
Tabla 5. Aislados de R. necatrix crecidos en medio líquido. 
Aislado Grupo de  virulencia Huésped Origen 
Año de 
aislamiento Referencia 
Rn 12 9 Aguacate  Salobreña (Granada) 1988 López et al., 2008 
Rn 17 4 Aguacate  Almuñécar (Granada)  1989 López et al., 2008 
Rn 29 9 Aguacate Vélez-Málaga (Málaga) 1990 Pliego et al., 2009 
Rn 50 5 Aguacate  Almuñécar (Granada)  1991 López et al., 2008 
Rn320 1 Aguacate  Coín (Málaga) 2001 López-Herrera and Zea Bonilla 2007 
Rn400 2 Aguacate  Almuñécar (Granada)  1991 
López-Herrera and Zea 
Bonilla 2007 
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El cultivo estacionario se incubó durante 6 semanas a 25 ºC, para filtrarse después a 
través de dos capas de gasa y por vacío, eliminándose así la biomasa y recolectándose el 
cultivo filtrado con dos fases, orgánica e inorgánica (Fig. 13). Se obtuvieron un total de 
24 litros (cuatro litros de filtrado para cada uno de los 6 aislados). 
Figura 13. Producción y extracción de toxinas. A: Cultivo líquido de R. necatrix; B: 
Filtración por gasa; C: Filtración por vacío; D: Decantación en 2 fases del filtrado: fase 
superior orgánica con acetato de etilo e inferior inorgánica. 
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Los compuestos orgánicos, generados en los cultivos filtrados de cada aislado, se 
extrajeron con acetato de etilo (AcEt), eliminándose posibles restos de agua con sulfato 
de sodio (Na2SO4) y evaporándose el disolvente bajo presión reducida a 35ºC en un 
rotavapor. El disolvente se evaporó en tandas de 500 mL., realizándose un total de 42 
evaporaciones durante 30 días y obteniéndose un extracto seco de cada uno de los 
aislados del hongo. 
El residuo o extracto seco obtenido se sometió a cromatografías líquida de vacío (VLC) 
y de capa fina (TLC) con gel de sílice empaquetado como fase inmóvil. La mezcla de 
disolventes más adecuada para la separación de compuestos fue tolueno/éter de 
petróleo/ciclohexano: AcEt: ácido acético 30:70:1. 
La presencia o ausencia de los dos compuestos principales de referencia (citocalasina E 
y rosnecatrone) se confirmó por la Unidad de Espectrometría de Masas (SACI-UCO), 
mediante una HPLC/MS en un equipo TQVarian 1200L (Agilent Technologies, USA) 
con las siguientes condiciones cromatográficas: Fase móvil HPLC: A (agua/ácido 
fórmico, 0,1%), B (Metanol/acetonitrilo 25/75); Flujo: 0,2 ml/min; Columna: Fase C18, 
15 cm, 0,2 mm d.i.; Temperatura columna: 40ºC; Condiciones de fase móvil: t=0 min 
(95% A), t=2 min (65% A), t=10 min (0% A), t=20 min (0% A). La detección de 
citocalasina E y rosnecatrone fue llevada a cabo por espectrometría de masas en modo 
de ionización Electrospray negativo. Se aplicó un voltaje de capilar de -5500V. Los 
iones utilizados en la detección fueron 494 y 541 para citocalasina E y 325 y 279 para 
rosnecatrone. 
 
Detección de toxinas en hojas y savia de plantas adultas de aguacate 
Para evaluar la posible traslocación de toxinas en plantas de aguacate se realizaron 
análisis de detección en hojas y savia. Para ello se inocularon diez plantas de aguacate 
del cv. Topa-Topa de 6 meses de edad crecidas en SL con Rn400  utilizando semillas de 
trigo de la forma descrita anteriormente. 
Pasados 15 días se tomaron muestras de hojas de cinco plantas con índice de 
enfermedad 2 ó 3 para la detección de toxinas en ellas.  También se extrajeron la savia 
mediante presión ejercida con cámara de Scholander (Fig. 14) de otras cinco plantas con 
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los mismos índices de enfermedad para detección de toxinas en savia.  Ambas muestras  
se analizaron para detectar la presencia de citocalasina E por espectrometría de masas 
en modo de ionización Electrospray negativo, según la metodología descrita en el 
apartado anterior.  
Figura 14. Extracción de savia mediante presión; A: cámara de Scholander utilizada, 
con manómetro de presión y depósito para la muestra; B: recuperación de la savia con 
micropipeta. 
 
 
Efecto de toxinas en plantas de aguacate in vitro  
Citocalasina E fue la toxina que se extrajo en mayor cantidad en los 6 aislados de R. 
necatrix estudiados, mientras que rosnecatrone se obtuvo en sólo dos de ellos. Por ello 
se evaluó el efecto de la primera toxina inoculada sobre plantas de aguacate en relación 
con su marchitez y muerte. 
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Obtención de plantas de aguacate mediante  de cultivo de embriones in vitro 
Las plantas utilizadas en este experimento procedían de cultivo de embriones in vitro 
según la técnica desarrollada por Pliego-Alfaro (1988) y aclimatación posterior ex vitro 
(López-Herrera y Melero-Vara, 1992). Se utilizaron semillas de aguacate cv. Topa-Topa  
de las que se eliminaron sus cubiertas y se desinfectaron superficialmente en una 
dilución de hipoclorito sódico al 10 %, con 15 gotas/L de Tween 20. Se separaron sus 
cotiledones para seccionar el eje plúmula radícula junto con un trozo de cotiledón. A 
continuación, se introdujo el embrión hasta su mitad en un tubo de ensayo con 25 mL de 
medio de cultivo estéril (NH4NO3 165 g/L; KNO3 190 g/L disuelto en caliente; 
CaCl2·H2O 44g/L; MgSO4·7H2O 37 g/L protegido de la luz; KH2PO4 17g/L 
almacenado en frío; NaFe EDTA con Na2 EDTA 3,734 g/L y FeSO4·7H2O 2,787 g/L; 
MnSO4·H2O 1,69 g/L; ZnSO4·7H2O 0,86 g/L; CuSO4·5H2O 0,0025 g/L; KI 0,083 g/L; 
CoCl2·6H2O 0,0025 g/L; H3BO3 0,62 g/L; Na2MoO4·2H2O 0,025 g/L; sacarosa 30 g; 
thiamina·HCl 0,1 g/L; pyridoxina·HCl 0,05 g/L; ácido nicotínico 0,05 g/L; glicina 0,2 
g/L; inositol 100 mg; agar 6 g/L a pH 5,7 esterilizar 20 minutos a 121 ºC) (Murashige y 
Skoog, 1962). (Fig. 15). 
Figura 15. Plantas de aguacate in vitro de  30 días de edad. 
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Para la aclimatación ex vitro, las plantas crecidas después de 30 días se sembraron en 
bandejas con alveolos de 15 cm de fondo con perlita estéril para permitir el desarrollo 
pivotante de las raíces de aguacate  y favorecer su posterior inmersión en la solución de 
la toxina (Fig. 16), manteniéndose una alta humedad mediante  una cámara construida 
con una cubierta plástica de abertura regulable dispuesta en un invernadero de 
temperatura controlada (25ºC). 
Figura 16. Plantas de aguacate, procedentes de cultivo de embriones in vitro, 
sembradas en bandeja de alveolos con perlita estéril. A: interior de la cámara húmeda. 
B: vista exterior de la cámara húmeda. 
 
Durante los tres primeros días la cámara húmeda permaneció cerrada, regándose las 
plantas con agua destilada estéril. A partir del cuarto día se comenzó a regar las plantas 
con solución de Murashige (550 mg/L) (Murashige y Skoog medium, Duchefa 
Biochemie, Netherlands) y se fue incrementando el tiempo de la abertura en oscuridad, 
1 hora por día. Así pues el cuarto día la cámara estuvo abierta 1 hora y 4 horas a los 7 
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días. A partir de los 8 días desde el trasplante a perlita las aberturas se realizaron en 
condiciones de iluminación de forma similar, incrementando 1 hora extra de abertura al 
día, para permanecer abierta tanto en oscuridad como en iluminación a los 14 días. 
Hasta este día se realizaron varias pulverizaciones diarias de agua destilada estéril sobre 
las plantas para mantener una alta humedad. Después de 30 días de aclimatación en el 
invernadero, las plantas habían desarrollado hojas nuevas con una actividad 
fotosintética activa en las cuales se realizaron las medidas de fluorescencia. 
 
Inoculación de plantas 
Las plantas de aguacate in vitro de dos meses de edad se inocularon, con la toxina 
citocalasina E, con micelio o con filtrado fúngico de Rn 400, usándose como control 
plantas sin inocular. 
Para la inoculación con la toxina, esta se disolvió previamente en etanol y 
posteriormente en solución de Murashige (550 mg/L) en función de la concentración 
correspondiente. Como control se utilizó etanol disuelto en solución de Murashige (550 
mg/L). Todas las soluciones se incubaron durante una noche a temperatura ambiente 
para evaporar el etanol. 
Se utilizaron 6 tratamientos con 8 plantas por tratamiento. Los tratamientos fueron: 
control (0 µg/L de citocalasina E), dosis baja de toxina (80 µg/L), dosis media de toxina 
(650 µg/L), dosis alta de toxina (1.300 µg/L), micelio fresco triturado de Rn 400 en 
solución de Murashige y filtrado fúngico de Rn 400 (solución al 50% de filtrado del 
hongo crecido en 3% extracto de malta y 6% glucosa durante 6 semanas en oscuridad 
sin agitación y filtrado por doble capa de gasa). 
Para la inoculación, las plantas se extrajeron de los alveolos con perlita, se lavaron sus 
raíces con agua destilada y se introdujeron en tubos de ensayo, de 16 mm de diámetro y 
15 cm de altura, con 20 mL de la solución correspondiente de los diferentes 
tratamientos (Fig. 17), sellándose la boca del tubo con parafilm para evitar la 
evaporación de las soluciones. Los tubos con las plantas se dispusieron en gradillas, 
cubiertos por papel de aluminio para evitar la desnaturalización de la toxina por la luz y 
se mantuvieron en agitación continua en un agitador orbital a 100 rpm (Fig. 18). 
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Figura 17. Plantas de aguacate, procedentes de semillas germinadas in vitro, en tubo 
con la solución tratamiento correspondiente; A: antes de cubrir el tubo de ensayo con 
papel de aluminio; B: tubos protegidos de la degradación por luz. 
 
Figura 18. Agitación de plantas inoculadas. 
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Medición de fluorescencia 
Previamente a la inoculación de las plantas, estas se distribuyeron en 6 grupos 
homogéneos de tratamientos obtenidos estadísticamente (Anajo A1) que presentaban 
niveles similares de fluorescencia en sus hojas medidos con un FluorPen FP100 (Photon 
System Instrumeents, Czech Republic) (Fig. 19) para evitar diferencias de fluorescencia 
inicial entre plantas de distinto grupos de tratamientos antes de la realización del 
experimento. 
Figura 19. Medición de fluorescencia con FluorPen. 
 
Después de las inoculaciones se evaluó indirectamente el estrés fotosíntético a los 4, 8, 
12, 16 y 20 días, mediante la medición de fluorescencia emitida por las hojas, 
considerándose  la hoja como unidad experimental. 
Tras 24 días las plantas habían consumido gran parte de los 20 mL de la solución 
inicial, por lo que se eliminaron los restos de solución de cada tubo y se procedió a una 
segunda inoculación con 20 mL de las soluciones control y toxinas (dosis baja, media y 
alta) solamente, puesto que las plantas inoculadas con micelio o filtrado de hongo ya 
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habían muerto, y se continuó midiendo fluorescencia a los 4, 8 y 12 días desde la 
segunda inoculación. 
 
1.1.3 Análisis estadístico 
Para evaluar comparativamente los datos de emisión de fluorescencia se utilizó el 
programa "Statistix 9". Se realizaron análisis de varianza (ANOVA) completamente al 
azar para los datos de fluorescencia a los 4, 8, 12, 16 y 20 días de la primera 
inoculación, y a los 4, 8 y 12 días de la reinoculación. En aquellos casos en los que 
existieron diferencias significativas la media de los tratamientos se comparó utilizando 
el test LSD de Fisher para diferenciar los tratamientos entre ellos (P < 0.05) (Steel y 
Torrie, 1985). 
 
1.2. Resultados 
1.2.1. Localización de R. necatrix en plantas de aguacate 
Aislamientos de R. necatrix en tallos de plantas de aguacate inoculadas 
La siembra de discos de tallos en PDA denotó la presencia de R. necatrix sólo en la base 
del tallo a 0 cm, pero no a 5 ni a 10 cm (Fig. 20), para todas las plantas de aguacate 
inoculadas con los 70 diferentes aislados de R. necatrix. 
Figura 20. Crecimiento de colonias de R. necatrix en placas de PDA a partir de discos 
del tallo de plantas inoculadas con el patogeno. De izquierda a derecha: discos de tallo 
cortados a 0, 5 y 10 cm desde la base, respectivamente. 
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Ensayos moleculares en hoja 
Los análisis de PCR del ADN (Fig. 21) extraído de hojas de plantas de aguacate 
inoculadas en raíz, pusieron de manifiesto que no existió amplificación del ADN 
extraído con los primers específicos para R. necatrix. 
Figura 21. Productos de PCR, utilizando primers R3 y R8, de hojas de aguacate 
inoculadas con R. necatrix. Línea 1: marcador de peso molecular. Líneas 2 y 3: control 
negativo. Líneas 4-5: control positivo, micelio de R. necatrix. Líneas de 6 a 10: hojas 
con síntomas de 1 a 5 respectivamente. 
 
Por tanto la ausencia de aislamiento de R. necatrix en todos los tallos de plantas de 
aguacate inoculadas con los 70 aislados de R. necatrix y los ensayos moleculares 
confirmaron que R. necatrix no invade el sistema vascular de la planta y se localiza sólo 
en la zona de las raíces no migrando hacia la parte aérea de las plantas de aguacate. 
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1.2.2. Efecto de las toxinas sobre plantas de aguacate 
Producción, extracción e identificación de toxinas a partir de filtrados de R. 
necatrix 
Los seis aislados de R. necatrix estudiados produjeron citocalasina E, entre 80 y 650 
µg/L de filtrado analizado. Aunque solo los aislados Rn17 y Rn320 generaron 70 y 40 
µg de rosnecatrone por litro de filtrado, respectivamente (Tabla 6).  
Tabla 6. Cantidad de rosnecatrone y citocalasina E obtenidas tras dos extracciones 
consecutivas con acetato de etilo y evaporación en rotavapor. 
 
 
Detección de toxinas en hojas y savia de plantas adultas de aguacate 
Citocalasina E no fue detectada a un nivel mínimo de 50 µg/kg en hojas y 25 µg/kg en 
savia tras el desarrollo de espectrometría de masas en modo de ionización Electrospray 
negativo para la detección de la toxina.  
 
Efecto de toxinas en plantas de aguacate  
A los cuatro días de la primera inoculación con citocalasina E, se encontraron 
diferencias significativas en la emisión de fluorescencia entre el tratamiento control y el 
filtrado de R. necatrix con el resto de los tratamientos (F=2.5; df=5,54; P< 0.05). A los 
8 días se encontraron diferencias entre el tratamiento control y los tratamientos filtrado 
fúngico y toxina a dosis media y alta, pero no a dosis baja (F=3.49; df=4, 61; P< 0.05). 
Sin embargo no hubo diferencias significativas  entre el tratamiento control y los 
 Cantidad de toxina (µg/L filtrado) 
Aislados Rosnecatrone Citocalasina E 
Rn12 0 130 
Rn17 70 90 
Rn29 0 80 
Rn50 0 410 
Rn320 40 650 
Rn400 0 200 
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tratamientos a las tres dosis de toxina, a los 12 días (F=0.25; df=5,56; P>0.05), 16  días 
(F=1.98; df=5,50; P> 0.05) y 20 días (F=1.78; df=5,56; P>0.05) (Fig. 23) (Anejo A1). 
No se pudo hacer comparaciones con el tratamiento “micelio fúngico” a partir de los 8 
días, ni con el tratamiento “filtrado fúngico” a partir de los 12 días, pues  a esas fechas 
las plantas estaban muy afectadas y no fue posible medir fluorescencia en hojas. 
En la segunda inoculación con las toxinas se encontraron diferencias entre las plantas 
control y los tratamientos con la toxina a dosis media y alta pero no a dosis baja, a los 
cuatro días (F=5.91; df=3,38; P< 0.05) y 8 días (F=3.62; df=3,31; P< 0.05) de la 
reinoculación. En cambio a los 12 días ya no hubo diferencias significativas entre 
ninguno de los tratamientos (F=2.42; df=3,34; P>0.05) (Fig. 22) (Anejo A1). 
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Figura 22. Emisión de fluorescencia a los 4, 8, 12, 16 y 20 días de la primera 
inoculación y  a los 4, 8 y 12 días desde la segunda inoculación. Las barras representan 
la desviación estándar de cada tratamiento y los asteriscos la existencia de diferencias 
significativas tras el análisis estadístico con respecto al control. 
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1.3. Discusión 
Se considera que R. necatrix es un hongo localizado en las raíces de la planta porque se 
pueden distinguir fácilmente sus cordones miceliares en esta zona, es fácil aislarlo en 
raices, y desarrollar los postulados de Koch. Sin embargo, no existen estudios acerca de 
la presencia de R. necatrix en tallo u hojas, aunque si se cita que existe una invasión del 
micelio del hongo en las raíces de las plantas de aguacate provocando colapso de los 
vasos conductores (Pliego et al., 2009). Hasta la fecha no se ha demostrado 
experimentalmente si el micelio del hongo se mueve a través de la planta de aguacate 
desde las raíces hasta la parte aérea causando necrosis foliar y marchitamiento, o si hay 
otros componentes, como las toxinas de R. necatrix, responsables de los efectos de la 
enfermedad en la parte aérea de la planta. 
Existen principalmente dos tipos de infección por parte de hongos fitopatógenos, 
infección vascular o localizada. La forma tradicional de aislar un hongo vascular es 
realizando cortes del tallo y sembrándolos en placas con medio de cultivo (French y 
Hebert, 1980). En los últimos años las técnicas moleculares de detección de hongos se 
han desarrollado y han adquirido gran importancia, debido a su mayor rapidez (Atkins y 
Clarks, 2004). Así las técnicas moleculares pueden ser utilizadas para detectar hongos 
vasculares, por ejemplo mediante PCR de hojas (Blomquist, 2005). 
Bajo la hipótesis de que R. necatrix pudiera no ser un patógeno de infección localizada 
en raíces, el primer propósito de este capítulo fue demostrar de forma experimental qué 
sucedía durante la infección de R. necatrix en plantas de aguacate y si este hongo podía 
ser aislado del tallo o detectado por PCR en hojas, para aceptar o rechazar 
definitivamente si podía invadir el sistema vascular de las plantas. Como nuestros 
ensayos de aislamiento de secciones del tallo a 5 y 10 cm de la zona basal de plantas 
inoculadas con 70 aislados de R. necatrix, fueron negativos, era probable que R. 
necatrix no se traslocara a través de la planta y por tanto no se tratara de un hongo 
vascular. No obstante esto se confirmó mediante las técnicas de amplificación por PCR 
tras extracciones de ADN de las hojas (Wang et al., 2009) con primers específicos para 
el patógeno realizadas en este trabajo, que de igual forma arrojaron resultados negativos 
comprobándose de nuevo que el hongo no se trasloca desde las raíces hasta las hojas en 
plantas de aguacate. 
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Así pues, todo parece indicar que el patógeno no se encuentra en la parte aérea de la 
planta, por lo que las estrategias y estudios de control biológico que se desarrollaron en 
los tres capítulos siguientes se centraron en el sistema radicular de la planta como zona 
obligada de actuación de los ABC.  
Adicionalmente y considerando que R. necatrix no es un hongo vascular pero hay un 
efecto de marchitez y muerte de planta posiblemente debido a la oclusión parcial de los 
vasos conductores por invasión del patógeno (Pliego et al., 2009), también es probable 
que existan otros compuestos, como las toxinas (Foissner y Geoffrey 2007) 
responsables de los síntomas de la enfermedad en la parte aérea y la consiguiente 
muerte de la planta. Así, Ofong y Pearce (1991) realizaron un estudio en el que 
informaron que los síntomas de decaimiento y desecación de las hojas en plantas de 
Salix repens infectadas con R. desmazieressi podrían ser consecuencia de una mala 
absorción de los nutrientes y oclusión vascular observados en los cortes trasversales de 
los brotes expuestos a una solución de toxina. Andolfi et al. (2011) estudiaron el efecto 
de toxinas producidas por el hongo asociado con la enfermedad del tronco de la vid, 
estableciendo la hipótesis de que los metabolitos primero actuaban sobre la madera 
donde se producían, causando ennegrecimiento de los tejidos y necrosis de las células 
del parénquima que rodean los vasos, generando un exudado oscuro pegajoso en los 
vasos, provocando obstrucción del xilema, y a continuación muchos de los metabolitos 
también actúaban a una distancia del lugar de producción. Sin embargo, estos autores no 
aplicaron la toxina directamente en la planta viva a través de inoculación de raíces para 
observar el flujo en la planta. Este flujo de toxinas tan sólo fue establecido por aquellos 
como una mera hipótesis. 
Las toxinas citocalasina E y rosnecatrone se han aislado en R. necatrix (Edwards et al, 
1989; 2001) y se piensa que están implicadas en el avance de la sintomatología de la 
enfermedad en hojas y plantas jóvenes de manzano (Whalley, 1996). En nuestro caso se 
obtuvieron toxinas de seis aislados de R. necatrix, eligiéndose citocalasina E como 
toxina modelo para la inoculación artificial de planta, pues fue producida por todos los 
aislados estudiados. 
Tras inocular plantas de aguacate con el patógeno, no se pudo detectar la presencia de 
citocalasina E a un nivel mínimo de 50 µg/kg en hojas y 25 µg/kg en savia, utilizando el 
método de detección de toxinas por espectrometría de masas en modo de ionización 
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Electrospray negativo. Así pues, tras la comprobación experimental, es muy probable 
que la citocalasina E se encuentre en hojas y savia a dosis más bajas, muy diluidas en el 
resto de componentes celulares y difícilmente detectables (Whalley, comunicación 
personal). Aunque existen estudios de detección y cuantificación de citocalasina E en 
raíces de manzano y peral afectados por R. necatrix (Kanematsu et al., 1997) a dosis de 
5mg/g de tejido seco, no existen estudios previos de detección de citocalasina E en 
hojas y savia de plantas inoculadas con este patógeno.  
En las plantas la luz recibida por la clorofila de las hojas puede ser usada para 1) el 
proceso de fotosíntesis (quenching fotoquímico), 2) disipada como calor o 3) reemitida 
como luz (emisión de fluorescencia), estos dos últimos puntos son conocidos como 
quenching no fotoquímico. Los tres procesos son competitivos entre sí y el incremento 
de uno de ellos conlleva la reducción de uno o de los otros dos procesos (Maxwell y 
Johnson, 2000). Existen un gran número de toxinas producidas por bacterias y hongos 
que alteran las funciones de los estomas (Grimmer et al., 2012)  y la eficiencia de la 
fotosíntesis (Santos et al., 2000). 
Para detectar el efecto de la toxina en las hojas de aguacate, cuantificamos el quenching 
no fotoquímico por emisión de fluorescencia, como previamente estudiaron Bilger y 
Bjorkman (1990) obteniendo un incremento de la emisión de fluorescencia después de 
la inmersión de las raíces de las plantas en solución de citocalasina E producida por R. 
necatrix, apoyando la idea de que las toxinas parecen traslocarse desde la raíz de las 
plantas donde R. necatrix las produce en su metabolismo, hasta las hojas donde ejercen 
un efecto negativo sobre la eficiencia fotosintética.  
Este incremento de fluorescencia fue sólo significativamente distinto a los 4 y 8 días, 
pero no a partir de los 12 días de la inoculación. Posiblemente esta pérdida del efecto de 
la toxina sea debido a que tras varios días esta se desnaturaliza. Sin embargo, cuando R. 
necatrix infecta a una planta, este sintetiza citocalasina E constantemente, luego el 
efecto del aporte continuo de toxina podría estar contribuyendo a la marchitez de la 
planta y la consiguiente muerte. Así pues, este estudio es una aproximación al efecto 
negativo que la citocalasina E puede ejercer en la planta, aunque sus efectos están muy 
aminorados ya que en el experimento se producen inoculaciones únicas de la toxina que 
probablemente se ve afectada negativamente con el paso del tiempo. En ensayos sobre 
pequeñas plantas de aguacate el efecto de citocalasina E probablemente conllevaría la 
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marchitez completa y consiguiente muerte de la planta si se sintetizase y adicionase 
continuamente, al igual que ocurre de forma natural en las raíces de las plantas 
infectadas por R. necatrix.  
Nuestro resultados concuerdan con los obtenidos por Granum et al. (2015) y Martinez-
Ferri et al. (2015), que relacionan perdida de eficiencia fotosintética, medida a través de 
métodos indirectos relacionados con la fluorescencia, con el progreso de la enfermedad 
causada por R. necatrix en plantas de aguacate. 
En este trabajo se ha demostrado que R. necatrix no invade el sistema vascular de la 
planta y no se trasloca a través de ella hasta la parte aérea ya que como aportó Pliego et 
al. (2009) sólo coloniza las raíces de la planta de aguacate produciendo un colapso de 
los vasos conductores. Por otro lado, parece que este efecto del patógeno en la 
marchitez de la parte aérea de la planta podría ser compartido con las toxinas generadas 
por este hongo, que tienen un efecto sobre las hojas de las plantas de aguacate 
infectadas y afecta negativamente a la fotosíntesis (indirectamente medido a través de la 
emission de fluorescencia).  
 
  
CAPÍTULO 2 
 
 
EFECTO DE LOS METABOLITOS DE TRICHODERMA SOBRE ROSELLINIA 
NECATRIX 
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En este capítulo se extrajeron y determinaron los principales metabolitos secundarios de  
diferentes especies de Trichoderma, evaluándose su efecto sobre aislados de R. necatrix 
(representantantes de la población fúngica de plantaciones de aguacate en el Sur de 
España) y sobre el avance de la PB e incremento de biomasa  (IB) en plantas de Lupinus 
luteus (lupino). 
 
2.1. Material y métodos 
2.1.1. Obtención de metabolitos secundarios de Trichoderma 
Producción de los filtrados de Trichoderma 
Se prepararon cultivos fúngicos mediante aporte a erlenmeyer, con caldo de patata 
dextrosa (PDB) (Difco, Detroit, MI, USA) al 20%, de discos de 7 mm de diámetro 
procedentes de colonias de diferentes aislados de Trichoderma (Tabla 7) crecidos 
previamente en PDA. Se incubaron a 25 ºC, en oscuridad durante 31 días y 
posteriormente se filtraron por gasa estéril y mediante vacío a través de un papel filtro 
de luz de 30µm (Vinale et al., 2006) (Fig. 23).  
Tabla 7. Aislados de Trichoderma utilizados para la obtención de metabolitos 
secundarios. 
 
 
 
Aislado Especie Huésped Procedencia Año de  aislamiento  Referencia 
CH101 T. atroviride Aguacate Churriana-Málaga 1993  Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH273 T. atroviride Aguacate Motril-Granada 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH 296 T. cerinum Aguacate Motril-Granada 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH303 T. virens Aguacate Fuengirola-Málaga 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH304 T. atroviride Aguacate Motril-Granada 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH314 T. atroviride Aguacate Motril-Granada 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH 316 T. atroviride Aguacate Motril-Granada 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
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Figura 23. Crecimiento y filtración de cultivo líquido de Trichoderma spp. A: 
Crecimiento de aislados de Trichoderma en erlenmeyer con medio PDB al 20%; B: 
Filtración del cultivo líquido. 
 
En total se prepararon 3 L de medio de cultivo por cada uno de los 7 aislados de 
Trichoderma estudiados, y 37 L adicionales para T. cerinum, filtrándose un total de 58 
L de cultivo fúngico en medio líquido. 
 
Aislamiento y caracterización de los principales metabolitos secundarios 
producidos por Trichoderma 
A partir de los filtrados de Trichoderma obtenidos se realizaron tres extracciones 
consecutivas con acetato de etilo (99.5%) obteniéndose dos fases tras la decantación, la 
superior orgánica y la inferior inorgánica. Se recuperó la fase superior orgánica y se le 
adicionó sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) para eliminar posibles restos de agua. 
Posteriormente el disolvente se evaporó en rotavapor a 35 ºC, en tandas de 500 mL., 
realizándose un total de 116 evaporaciones durante 60 días y obteniéndose un extracto 
seco de cada uno de los aislados del hongo (Fig. 24). 
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Figura 24. Proceso de extracción de compuestos orgánicos de filtrados de Trichoderma. 
A: Decantación en 2 fases, la superior orgánica con acaetato de etilo e inferior 
inorgánica; B: Evaporación del disolvente en el rotavapor; C: Obtención del extracto 
seco. 
 
Los extractos secos recuperados se sometieron a columnas de cromatografía mediante 
técnicas de cromatografía líquida de presión atmosférica, por elución con un gradiente 
de disolventes (Tabla 8), obteniéndose distintas fracciones del extracto (Fig. 25 A). 
Posteriormente se realizó  una TLC para visualizar las fracciones mediante luz 
ultravioleta (254 nm) pulverizando las placas con 5% (p/v) de una solución etanol y 
H2SO4 y calentando a 110 ºC durante 20 minutos (Vinale et al., 2006) (Fig. 25 B). 
Tabla 8. Combinación de disolventes utilizados para la purificación de compuestos de 
diferentes aislados de Trichoderma spp. 
Aislado Especie Combinación de disolventes Proporciones usadas 
CH101 T. atroviride Éter de petróleo/ Acetona 7/3 
CH303 T. virens 
Acetato de etilo/ Éter de petróleo 7/3 
CH273 T. atroviride  
CH304 T. atroviride  
CH314 T. atroviride  
CH316 T. atroviride  
CH252 T. harzianum Acetato de etilo/ Éter de petróleo 1/1 
CH296 T. cerinum Diclorometano/ Metanol 98/2 
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Figura 25. Purificación de compuestos por cromatografía líquida. A: columna de 
cromatografía líquida; B: cromatografía de capa fina (TLC) con soporte de aluminio en 
la que se muestran las 15 fracciones recuperadas en la cromatografía líquida, 
diferenciándose 7 compuestos. 
 
Las fracciones que presentaron perfiles similares, es decir con compuestos que migraron 
a la misma velocidad (p. ej. fracciones 6-8, Fig. 26 B), se combinaron y purificaron 
utilizando una TLC preparativa en soporte de vidrio con gel de sílice empaquetado 
(GF254plates, Merck Kieselgel 60 GF254, 0.25 mm) (Fig. 26 A) y se recuperaron 
mediante raspado los compuestos de cada extracto  (Fig. 26 B). 
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Figura 26. Purificación de compuestos por cromatografía en capa fina. A: Carga de 
fracciones para purificación de compuestos mediante TLC con soporte de vidrio; B: 
TLC con soporte de vidrio tras la recuperación de los compuestos. 
 
La caracterización de los metabolitos se realizó mediante técnicas de resonancia 
magnética nuclear (NMR) (espectrómetro de 400-MHz “BrukerAvance” equipado con 
5-mm BrukerBroad Band Inverseprobe (BBI)), obteniendose perfiles de 1H y 13C, y 
trabajando a frecuencias de 400.13 y 100.61 MHz para 1H y 13C, respectivamente, a una 
temperatura de 25 ºC±1 °C; y de espectrometría de masas (equipo Perkin-Elmer API 
100 LC-MS).  
 
2.1.2. Ensayos antifúngicos 
Se evaluó el efecto de cada uno de los cinco metabolitos generados por Trichoderma 
sobre nueve aislados de R. necatrix, representantes de la población fúngica de 
plantaciones de aguacate. 
 
Efecto del acetato de etilo sobre el crecimiento de R. necatrix 
Puesto que en estos ensayos se utilizó acetato de etilo como disolvente, se evaluó 
previamente el efecto de éste sobre el crecimiento de R. necatrix en nueve aislados 
representantes de cada grupo de virulencia (Grupo 1: aislados de máxima virulencia y 
Grupo 9: aislados no patogénicos) (Ruano et al., 2010) (Tabla 9). Para ello se utilizaron 
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dos condiciones: discos de micelio del patógeno de 5 mm, obtenidos de los márgenes de 
crecimiento activo de colonias en PDA y colocados en el centro de placas de PDA 
(20%), en las que se depositaron 10 µL de acetato de etilo y discos de micelio sin 
deposición de acetato de etilo, que se utilizaron como controles. Se realizaron 3 
repeticiones por tratamiento y el experimento se repitió una vez. Las placas se 
incubaron a 25 ºC y se midió diariamente el crecimiento de las colonias fúngicas hasta 
cubrir totalmente la placa para observar las posibles diferencias de crecimiento de 
colonias entre las placas control y las tratadas. 
Tabla 9. Aislados de R. necatrix utilizados en los ensayos antifúngicos.  
Aislado Virulencia Huésped Procedencia Año de aislamiento Referencia 
Rn 320 Grupo 1  Aguacate Coín (Málaga) 2001 López Herrera and Zea Bonilla, 2007 
Rn 400 Grupo 2  Aguacate Almuñécar (Granada) 1991 López Herrera and Zea Bonilla, 2007 
Rn 10 Grupo 3  Aguacate La Herradura (Granada) 1986 López et al., 2008 
Rn 17 Grupo 4  Aguacate Almuñécar (Granada) 1989 López et al., 2008 
Rn 50 Grupo 5  Aguacate Almuñécar (Granada) 1991 López et al., 2008 
Rn 33 Grupo 6  Aguacate Jete (Granada) 1990 López et al., 2008 
Rn 30 Grupo 7  Aguacate Almuñécar (Granada) 1990 López et al., 2008 
Rn 49 Grupo 8 Aguacate Almuñécar (Granada) 1991 López et al., 2008 
Rn 12 Grupo 9  Aguacate Salobreña (Granada) 1988 López et al., 2008 
 
Efecto in vitro de los metabolitos de Trichoderma sobre el crecimiento de R. 
necatrix 
El efecto de los metabolitos secundarios sobre los aislados de R. necatrix, se evaluó 
utilizando discos de micelio del patógeno de 5 mm, colocados en el centro de placas de 
PDA (20%). Se adicionaron dosis de 0, 50, 100 y 200 µg de cada metabolito sobre cada 
disco de micelio, y se utilizó acetato de etilo como disolvente. Las placas se incubaron a 
25 ºC y se midió diariamente el crecimiento de las colonias (diámetros mayor y menor) 
hasta que las placas se cubrieron completamente (Dunlop et al., 1989). Se realizaron 6 
repeticiones por tratamiento. 
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El porcentaje de inhibición se determinó al tercer día mediante la siguiente fórmula: 
ܲ݋ݎܿ݁݊ݐ݆ܽ݁	݀݁	݄ܾ݅݊݅݅ܿ݅ó݊ ൌ ൬ܥݎ݁ܿ݅݉݅݁݊ݐ݋	ܿ݋݊ݐݎ݋݈ െ ܥݎ݁ܿ݅݉݅݁݊ݐ݋	ݐݎܽݐܽ݀݋ܥݎ݁ܿ݅݉݅݁݊ݐ݋	ܿ݋݊ݐݎ݋݈ ൰ 	ݔ	100 
 
2.1.3. Efecto in vivo de Trichoderma sobre plantas de Lupinus luteus 
Se testó el efecto de dos aislados, T. atroviride y T. cerinum, sobre el avance de la PB y 
sobre el IB en plantas de lupino susceptibles a R. necatrix. 
Las plantas  de lupino de un mes de edad, crecidas en SL a 25ºC con fotoperiodo de 16 
horas, se inocularon con trigo colonizado por cada aislado de Trichoderma a una dosis 
de 10 g/L  de sustrato y se reinocularon 15 días después con trigo colonizado por el 
aislado Rn400 (3.75 g/L  de sustrato). Se utilizaron plantas adicionales controles 
inoculadas sólo con R. necatrix, o con Trichoderma. Las lecturas de síntomas de la 
enfermedad se realizaron a los 5, 9 y 12 días, mediante la escala de síntomas de lupino 
(ESL) de 1 a 4; 1: planta sana; 2: decaimiento de la planta; 3: comienzo de la necrosis; y 
4: planta muerta (Fig. 27).  
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Figura 27. Síntomas de la podredumbre blanca en plantas de lupino según la escala 1-4. 
1: planta sana; 2: decaimiento de la planta; 3: comienzo de la necrosis; y 4: planta 
muerta.  
 
Adicionalmente, se obtuvo el peso fresco de las plantas no inoculadas control así como 
de las plantas inoculadas con el antagonista para evaluar el efecto comparativo de los 
aislados de Trichoderma sobre IB. Se tomaron 20 plantas por cada uno de los 8 
tratamientos considerados (Tabla 10). 
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Tabla 10. Tratamientos desarrollados en inoculaciones in vivo de Trichoderma sobre 
plantas de Lupinus luteus. 
Tratamiento Aislado Trichoderma Inoculado R. necatrix Efecto evaluado 
1 No Si Avance enfermedad 
2 No No Promoción del crecimiento 
3 T. atroviride Si Avance enfermedad 
4 T. atroviride No Promoción del crecimiento 
5 T. cerinum Si Avance enfermedad 
6 T. cerinum No Promoción del crecimiento 
7 No No Control negativo PB 
8 No No Control negativo IB 
 
2.1.4. Efecto de los metabolitos de Trichoderma sobre plantas de Lupinus luteus 
Concentraciones de metabolitos y métodos de aplicación  
Se evaluó el efecto de tres de los metabolitos obtenidos, 6PP, harzianolide y 
cerinolactona, sobre el avance de la PB y sobre el IB en plantas de lupino. Se obtuvo 
una solución stock de los metabolitos diluyéndolos en 500 µL de acetato de etilo, y 
posteriormente en 5 mL de agua, agitando enérgicamente. A continuación el disolvente 
se evaporó durante una noche, se adicionó la cantidad de agua necesaria, y se realizaron 
las diluciones correspondientes. Los tres metabolitos se aplicaron mediante la inmersión 
de semillas o de plantas, en diluciones del metabolito correspondiente a 0, 1, 10 y 100 
mg/L. Como control se utilizó agua destilada con disolvente evaporado durante una 
noche.  
 
Método inmersión de semillas 
Un total de 360 semillas (9 tratamientos x 40 plantas/tratamiento) de lupino se 
desinfectaron superficialmente durante 3 minutos en una solución acuosa de hipoclorito 
sódico (50  g de cloro activo) al 20%. Se sumergieron 40 semillas en 50 mL de cada una 
de las diluciones para cada tratamiento (control sin metabolito; 6PP a 1, 10 y 100 mg/L; 
harzianolide a 1, 10 y 100 mg/L y cerinolactona a 1 y 10 mg/L). 
Tras 3 horas de inmersión, las semillas se incubaron en una cámara húmeda para su 
germinación. Después de 2 días, las semillas germinadas se sembraron en macetas de 
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0.5 L con SL y se incubaron a 25 ºC durante 21 días con un fotoperiodo de 16 horas. 
Transcurrido este periodo de incubación, se inocularon los sustratos de 20 plantas de 
cada tratamiento con trigo colonizado por el aislado Rn400 (3,75 g/L  de sustrato) para 
evaluar el efecto de los tratamientos en el progreso de la enfermedad (Fig. 28). La 
lectura de síntomas de plantas inoculadas con el patógeno se realizó a los 7, 10, 14 y 21 
días utilizando la ESL de 1 a 4 anteriormente descrita. Las otras 20 plantas de cada 
tratamiento que no fueron inoculadas con el patógeno, se utilizaron para evaluar el 
efecto del metabolito sobre el IB.  
Figura 28. Semillas e inoculación de lupino. A: Inmersión de semillas de lupino  en 
dilución del metabolito,  B: Siembra de semillas de lupino en SL tras ser tratadas, C: 
Inoculación  del sustrato de plantas de lupino con semillas de trigo colonizadas con R. 
necatrix. 
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Método inmersión de plantas 
Se utilizaron un total de 360 plantas de lupino (9 tratamientos x 40 plantas/tratamiento) 
con una radícula de 3-4 cm, provenientes de semillas germinadas después de 3 días de 
incubación en cámara húmeda. Se colocaron durante 10 días las semillas de lupino 
germinadas protegidas por algodón hidrófobo en botes de cristal de 10 mL de volumen 
(Fig. 29 A) que contenía 6 mL de la correspondiente dilución de cada tratamiento 
(control sin metabolito; 6PP a 1,10 y 100 mg/L; harzianolide a 1,10 y 100 mg/L y 
cerinolactona a 1 y 10 mg/L). Para evitar posibles efectos negativos de la luz sobre los 
metabolitos, los botes de cristal se recubrieron con papel de aluminio. Las plántulas 
obtenidas se sembraron posteriormente en SL y se incubaron a 25ºC durante 10 días con 
un fotoperiodo de 16 horas. 
Figura 29. Siembra de plántulas de lupino. A: Inmersión de semilla germinada de 
lupino en dilución del metabolito; B: Crecimiento de plántulas de lupino en SL, C: 
Inoculación  del sustrato de plantas de lupino con semillas de trigo colonizadas con R. 
necatrix. 
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Posteriormente, se inocularon los sustratos de 20 plantas de cada tratamiento con trigo 
colonizado por el aislado Rn400 (3,75 g/L de sustrato) para evaluar el avance de la 
enfermedad, excepto en las plantas previamente inmersas en solución de harzianolide a 
dosis de 100 mg/L, dado que esta dosis resultó fitotóxica para las plantas. Otras 20 
plantas de cada tratamiento no fueron inoculadas con el patógeno, de forma que 
sirvieron como control del efecto del metabolito en la planta a cada concentración y 
para evaluar el efecto sobre el IB. Las lecturas de los síntomas y el efecto de los 
metabolitos en el IB se realizaron como en el apartado anterior. 
 
2.1.5. Análisis estadístico 
El efecto del disolvente, acetato de etilo, sobre el crecimiento del patógeno se valoró 
mediante un diseño estadístico completamente al azar con 6 repeticiones para cada uno 
de los 9 aislados de R. necatrix representantes de los distintos grupos de virulencia. Se 
realizó un ANOVA y se comparó la media de los tratamientos mediante el test LSD de 
Fisher para encontrar diferencias significativas (P<0.05) (Steel and Torrie, 1985). 
Para los ensayos antifúngicos se utilizó un diseño factorial con la concentración de los 
metabolitos y los aislados de R. necatrix como variables independientes, y considerando 
también sus interacciones. Se aplicó un ANOVA con 6 repeticiones a la transformación 
angular de los porcentajes de inhibición (%) como la variable dependiente, y se 
comparó la significación por contrastes ortogonales de los aislados de R. necatrix frente 
a la dosis de los metabolitos (Fernández Escobar et al., 2010). 
El efecto de los aislados de Trichoderma y sus metabolitos sobre la PB y el IB en 
plantas de lupino se analizó dos a dos, respectivamente, y se consideraron diseños 
experimentales completamente al azar, con 20 repeticiones por cada tratamiento. Se 
realizaron cuatro ANOVAs con cada una de las variables dependientes: áreas 
estandarizadas  bajo la curva del progreso epidémico (ABCPES), y el peso fresco de las 
plantas al final de cada experimento. Los aislados de Trichoderma y las concentraciones 
de los metabolitos se consideraron como variables independientes. La media de los 
tratamientos se comparó mediante un test LSD de Fisher para encontrar diferencias 
significativas (P<0.05) (Steel and Torrie, 1985). 
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2.2. Resultados 
2.2.1. Producción de metabolitos secundarios de Trichoderma 
En general el tipo de metabolitos obtenidos  varió en función de la especie de 
Trichoderma estudiada. Se obtuvieron 5 metabolitos diferentes: 6PP (6-pentyl-pyran-2-
one or 6-pentyl-α-pyrone), harzianolide (4-hexa-2,4-dienyl-3-(2-hydroxy-propyl)-5H-
furan-2-one), t39-butenolide (4-hexa-2,4-dienyl-3-(2-oxo-propyl)-5H-furan-2-one), 
dehidroharzianolide (4-hexa-2,4-dienyl-3-propenyl-5H-furan-2-one) y cerinolactona (3-
hydroxy-5-(6-isopropyl-3-methylene-3,4,4a,5,6,7,8,8-a-octahydronaphthalen-2-yl) 
dihydrofuran-2-one) (Fig. 30).  
Figura 30. Estructura química de los metabolitos secundarios obtenidos: 6PP (1), 
harzianolide (2), t39-butenolide (3), dehidroharzianolide (4) y cerinolactona (5). 
 
 
T. atroviride generó el metabolito 6PP en diferentes cantidades dependiendo del aislado, 
T. cerinum generó el resto de los cuatro metabolitos pero en bajas cantidades y T. virens 
produjo sólo compuestos inestables (Tabla 11). 
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Tabla 11. Cantidad de metabolitos secundarios obtenidos de los aislados de 
Trichoderma analizados. 
Aislado Especie Metabolito secundario Cantidad de metabolito obtenida (mg/Lfiltrado) 
CH 101 T. atroviride  6PP 10.00 
CH 273 T. atroviride  6PP 6.33 
CH 304 T. atroviride  6PP 22.00 
CH 314 T. atroviride  6PP + derivados del 6PP  44.60 
CH 316 T. atroviride  6PP + derivados del 6PP 57.66 
CH 296 
 
 
 
T. cerinum 
 
Dehidroharzianolide 0.12 
Cerinolactona 1.33 
Harzianolide 1.20 
T39-Butenolide 0.37 
CH 303 T. virens Compuestos inestables --- 
 
Cerinolactona es un nuevo compuesto recientemente descubierto por nuestro grupo 
(Vinale et al., 2012a). T39-butenolide y dehidroharzianolide son derivados del 
harzianolide y comparten con él su estructura primaria con la única diferencia del 
radical C3´ (Fig. 30).  
 
2.2.2. Efecto in vitro de los metabolitos de Trichoderma sobre R. necatrix 
El acetato de etilo se utilizó como disolvente ya que no mostró efecto sobre los aislados 
de R. necatrix, al no obtenerse diferencias significativas entre el crecimiento de aislados 
con o sin acetato de etilo (F = 0.17; df = 1, 106; P < 0.05) (Anejo 2). 
 El efecto de las dosis de los distintos metabolitos fueron significativamente diferentes y 
la comparación de la significación fue realizada a través de contrastes ortogonales 
porque la interacción entre “dosis del metabolito” y “aislados de R. necatrix” fue 
significativa (Anejo A3). El efecto de los metabolitos a distintas dosis sobre cada 
aislado de R. necatrix se muestra en la Figura 31. 
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Figura 31. Efecto in vitro de los metabolitos 6PP, harzianolide, t39-butenolide, 
dehidroharzianolide y cerinolactona sobre nueve aislados de R. necatrix. Cada aislado 
es representante de un grupo de virulencia,  1: alta virulencia y 9: no patogénico. Las 
barras representan la desviación estándar de cada unidad experimental y los astériscos 
las diferencias significativas tras el análisis estadístico con respecto al control no 
tratado. 
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El metabolito 6PP producido en grandes cantidades por T. atroviride, presentó una gran 
inhibición del crecimiento de la mayoría de los aislados de R. necatrix. La dosis de 200 
µg indujo un porcentaje medio de inhibición del 91% (con total inhibición para el 
aislado Rn17), que se redujo al 63% a dosis de 100 µg y al 55% a dosis de 50 µg. Las 
tres dosis fueron significativamente diferentes (F = 4.17; df = 24, 175; P < 0.05) (Anejo 
A3) comparadas con el control (sin aplicación del metabolito) en los nueve aislados de 
R. necatrix estudiados, excepto la dosis de 50 µg para Rn12. Además la inhibición del 
crecimiento para el aislado no patogénico Rn12 y el aislado de máxima virulencia 
Rn320 fueron las más bajas (por debajo del 36%) a dosis bajas de 50 y 100 µg. 
Harzianolide y dehidroharzianolide fueron los metabolitos menos efectivos con una 
media de inhibición del crecimiento del 26% y  33% respectivamente, a dosis de 200 
µg, siendo aquella menor a dosis más bajas de 200 µg, (menos del 17% y 25%, 
respectivamente). Las dosis de estos dos metabolitos fueron significativamente distintas 
del control, para harzianolide (F = 8.03; df = 24, 175; P < 0.05) (Anejo A3)  y para 
dehidroharzianolide (F =15.26; df = 24, 175; P < 0.05) (Anejo A3), dependiendo del 
aislado y dosis. 
T39-butenolide mostró altos porcentajes de inhibición del crecimiento en cuatro 
aislados de R. necatrix a dosis de 200 µg, siendo significativamente diferentes del 
control (F=21.10; df=24, 175; P<0.05) (Anejo A3). Hubo algunas diferencias 
significativas con el control dependiendo de la dosis y aislados, sin embargo, el 
porcentaje de inhibición de R. necatrix fue bajo para casi todos los aislados a dosis 
reducidas. 
El efecto de cerinolactona fue sólo testado sobre cuatro aislados de R. necatrix porque 
este metabolito se obtuvo en bajas cantidades en los ensayos previos. Sin embargo 
cerinolactona fue efectivo a dosis de 200 µg (55-89%), existiendo diferencias 
significativas entre el control y los cuatro aislados estudiados (F=9.32; df=9, 75; 
P<0.05) (Anejo A3), dependiendo de la dosis. Cerinolactona tiene un reducido efecto a 
bajas dosis, excepto para el aislado  no patogénico Rn12 para el que el efecto a dosis de 
100 y 200 µg fue similar y significativamente diferente del control. 
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2.2.3. Efecto in vivo de Trichoderma sobre plantas de Lupinus luteus 
Se utilizaron dos species de Trichoderma para este estudio, T. atroviride, que produce el 
metabolito 6PP, y T. cerinum, que produce los metabolitos harzianolide y cerinolactona. 
El progreso de la PB en plantas de lupino tratadas con T. atroviride fue 
significativamente más bajo que en plantas control (F=15.19; df=1,38; P<0.05). Por el 
contrario, no hubo diferencias en plantas tratadas con T. cerinum (F=3.28, df=1, 38, 
P>0.05) (Fig. 32) (Anejo A4). 
Figura 32. Progreso de la podredumbre blanca causada por R. necatrix en plantas de 
lupino con y sin aplicación de T. atroviride o T. cerinum. 
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Se produjo un IB en plantas tratadas con T. atroviride significativamente  más alto que 
en las plantas control (F=38.7; df=1, 38; P<0.05) (Fig.  33 y 34), aunque no existieron 
diferencias para plantas tratadas con T. cerinum (F=2.29; df=1, 38; P >0.05) (Fig. 35) 
(Anejo A4). 
Figura 33. Crecimiento de plantas de lupino controles sin tratar y tratadas con T. 
atroviride.  
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Figura 34. Peso fresco de plantas con y sin aplicación de T. atroviride o T. cerinum. 
Las barras indican la desviación estándar. 
 
 
 
2.2.4. Efecto de los metabolitos de Trichoderma sobre plantas de Lupinus luteus 
Progreso de la enfermedad 
El progreso de la PB en plantas de lupino inoculadas con R. necatrix y tratadas con 
diferentes métodos de inoculación y dosis de metabolitos se reflejan en las Fig. 35.  
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Figura 35. Efecto in vivo de  6PP, harzianolide y cerinolactona sobre el progreso de la 
podredumbre blanca en plantas de lupino utilizando dos métodos de inoculación. 
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Las dosis empleadas fueron 0, 1, 10 y 100 mg/L para 6PP y harzianolide en el método  
inmersión de semillas y de 0, 1 y 10 mg/L en el método inmersión de plantas. Para 
cerinolactona en ambos métodos las dosis ensayadas fueron 0, 1,  10 mg/L. En el 
método de inmersión de plantas la dosis de 100 mg/L resultó fitotóxica en el 50% de las 
plantas tratadas con 6PP (datos no mostrados en la figura) y en el 100 % de las tratadas 
con harzianolide. Cerinolactona tampoco se ensayó a 100 mg/L en ninguno de los dos 
métodos por la baja obtención de este metabolito en las extracciones.  
El avance de la enfermedad fue significativamente diferente para cada tipo de 
metabolito y dosis en los dos métodos de aplicación utilizados, inmersión de semillas 
(F=35.87; df=8, 171; P<0.05) e inmersión de plantas (F=18.82; df=6, 133; P<0.05) 
(Anejo A5). 
La mínima dosis efectiva de 6PP y harzianolide fue 1 mg/L para los dos métodos de 
inoculación con diferencias significativas de las dosis 1 mg/L y 10 mg/L con respecto al 
control sin tratar (0 mg/L), aunque no se observaron diferencias entre las dosis 1 mg/L y 
10 mg/L. 6PP a 1 mg/L y harzianolide a 10 mg/L fueron las dosis más efectivas para el 
método inmersión de planta e inmersión de semillas, respectivamente. 
La aplicación de cerinolactona indujo diferencias significativas entre plantas tratadas y 
plantas control para el método inmersión de semillas, incrementando la aplicación del 
metabolito la severidad de la enfermedad. Por el contrario, en el método de inmersión 
de planta el tratamiento con el metabolito fue efectivo en la disminución de la severidad 
de la enfermedad, existiendo diferencias significativas con las plantas control, a la dosis 
de 10 mg/L. 
Para ambos métodos de inoculación, 6PP y harzianolide fueron igualmente efectivos a 
dosis de 1 mg/L y 10 mg/L, y su efecto fue significativamente distinto del metabolito 
cerinolactona siendo éste efectivo en la disminución de la severidad de la enfermedad 
sólo a la concentración de 10 mg/L. 
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Incremento de biomasa 
El IB de plantas de lupino para cada método de inoculación se muestra en la Fig. 36. 
Figura 36. Peso fresco de plantas de lupino inoculadas con 6PP, harzianolide y 
cerinolactona a diferentes dosis. Las barras representan la desviación estándar de cada 
unidad experimental y los astériscos las diferencias significativas tras el análisis 
estadístico con respecto al control no tratado. 
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La aplicación de 6PP a las semillas, a dosis de 1 y 10 mg/L, indujo un incremento del 
PF de las plantas, significativamente diferente de las plantas control, pero sin observarse 
diferencias significativas entre aquellas dos dosis. El incremento de dosis hasta 1 y 10 
mg/L, para harzianolide y cerinolactona, indujo un significativo incremento del PF de la 
planta comparado con el control, pero hubo diferencias significativas entre las dosis de 
1 y 10 mg/L, siendo más efectiva la dosis de 1 mg/L. Por el contrario, la aplicación de 
6PP y harzianolide a 100 mg/Lredujo significativamente el PF de las plantas (F=22.66; 
df=8, 167; P<0.05) (Anejo A5). 
El rendimiento de los metabolitos 6PP y harzianolide fue similar en el método de 
inmersión de plantas. Ambos metabolitos incrementaron significativamente el IB de las 
plantas cuando se aplicaron a dosis de 1 mg/L, al compararlas con el control, pero no 
hubo IB a 10 mg/L. La aplicación de 6PP a 100 mg/L disminuyó significativamente  la 
biomasa de las plantas, dado que esta dosis resultó letal al 50 %, los datos mostrados 
son representativos sólo de las plantas que sobrevivieron y no incluyen en los análisis 
estadísticos. Harzianolide fue letal al 100% a dosis 100 de mg/L (no mostrado en 
gráfica). El efecto de la aplicación de cerinolactona a 1 y 10 mg/L en la biomasa no fue 
significativamente distinto del control (F=6.23; df=6, 130; P<0.05) (Anejo A5). 
 
2.3. Discusión  
Los metabolitos purificados de aislados de Trichoderma mostraron propiedades 
cromatográficas y espectroscópicas similares a los descritos por otros autores (Collins et 
al. 1972; Almasi et al., 1991, Vinale et al., 2006; 2012b). 
El metabolito 6PP se generó por aislados T. atroviride a dosis más altas que otros 
compuestos. Este metabolito fue aislado en 1972 (Collins y Halim) como el primer 
compuesto volátil antifúngico producido por Trichoderma sp. Su acción in vitro e in 
vivo ha sido ampliamente estudiada contra distintos hongos de varias especies 
patogenos de plantas, y ha resultado ser un espléndido antagonista. 6PP resultó tener 
efectos inhibitorios in vitro sobre los nueve aislados de R. necatrix utilizados como 
representantes de grupos de virulencia, obteniéndose una inhibición total a la dosis de 
200 µg. Este metabolito podría ser responsable del antagonismo mostrado por los 
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distintos aislados de T. atroviride seleccionados en estudios previos como ABC contra 
R. necatrix (Ruano-Rosa and Lopez-Herrera 2009; Ruano-Rosa et al., 2010). 
Los metabolitos dehidroharzianolide y harzianolide fueron descritos por primera vez en 
1991,  poseen un núcleo 3,4, dialkylfuran-2 (5H)-one (Almassi et al., 1991). En nuestro 
estudio se obtuvieron baja cantidad de harzianolide (1.2 mg/L) de T. cerinum. Se ha 
observado inhibición del crecimiento sobre Leptosphaeria maculans, Phytophthora 
cinnamomi y Botrytis cinerea con altas dosis de este compuesto (Vinale et al., 2009), 
pero no contra bacterias (El-Hassan et al., 2009). En nuestros ensayos harzianolide 
generalmente produjo una baja inhibición  de aislados de R. necatrix in vitro, del orden 
del 30% a las dosis máximas (200 µg) evaluadas. Sin embargo, es importante enfatizar 
que nuestro estudio se llevó a cabo sobre un número de aislados del patógeno 
representantes de distintos grupos de virulencia de R. necatrix, y se encontró una 
inhibición del 70% para el aislado Rn49 a dosis máxima. Nuestros resultados sugieren 
que el metabolito harzianolide no muestra una adecuada inhibición del crecimiento de la 
población de R. necatrix. 
El metabolito t39-butenolide fue descrito por primera vez en 2006 (Vinale et al., 2009),  
y es junto con dehidroharzianolide derivados del metabolito harzianolide, compartiendo 
con él su estructura básica, con la sola diferencia en el radical C3´. En nuestro estudio 
estos metabolitos consiguieron un mejor biocontrol in vitro a dosis altas, con 
porcentajes medios de inhibición del 41 y 33%, respectivamente. Así, pensamos que el 
radical encontrado en el C3´ de la estructura de estos metabolitos podría ser responsable 
del efecto  de inhibición  sobre R. necatrix. Consistente con otros estudios T39-
butenolide a altas dosis (100 µg) causó una total inhibición del crecimiento de 
Gaeumannomyces graminis y Rhizoctonia solani, pero no  se observó efecto sobre el 
crecimiento de Pythium ultimum (Vinale et al., 2006). En posteriores estudios se han 
obtenido inhibición del crecimiento sobre L. maculans, P. cinnamomi y B.cinerea 
utilizando altas dosis de t39-butenolide (Vinale et al., 2009). 
Estos tres compuestos, harzianolide, t39-butenolide y dehidroharzianolide, comparten 
también una variedad de efecto en función del aislado de R. necatrix sobre el que actúa, 
siendo efectivos frente a algunos aislados y no teniendo efecto sobre otros. Esta 
diversidad en el rango de actuación no hace a estos metabolitos buenos candidatos para 
controlar R. necatrix, lo cual podría ser debido a la inestabilidad de estos compuestos 
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que podrían cambiar su respuesta en la acción sobre el hongo y a la inherente 
variabilidad de los aislados de R. necatrix utilizados en  este estudio (Ruano Rosa et al. 
2010). 
Cerinolactona fue descrito por primera vez por nuestro grupo en 2012 (Vinale et al.). 
Este metabolito presentó un porcentaje medio de inhibición del 67% sobre aislados de 
R. necatrix cuando se aplicó a dosis de 200 µg, siendo superior al 90% en dos de los 
cuatro aislados de R. necatrix estudiados, pero el efecto fue moderado a dosis más bajas. 
Experimentos in vitro sobre varios patógenos mostraron que cerinolactona a dosis de 10 
µg inhibe completamente el crecimiento sobre P. ultimum y R. solani, y siendo su 
porcentaje de inhibición sólo del 25% a dosis de 100 y 200 µg sobre B. cinerea (Vinale 
et al., 2012a). 
En nuestros ensayos la producción de cerinolactona fue baja (1.33 mg/L) a pesar de  la 
gran cantidad de filtrado de hongo utilizado. Por tanto, sólo pudieron evaluarse los 
efectos de este metabolito sobre tres aislados patogénicos y uno no patogénico de R. 
necatrix, a dosis de 50, 100 y 200 µg. El efecto del metabolito cerinolactona fue alto a 
dosis de 200 µg, pero bajo a dosis medias y bajas para los tres aislados patogénicos.  
Además el efecto de inhibición de cerinolactona fue medio (50%) a dosis de 100 y 200 
µg en el aislado no patogénico. Experimentos previos sugieren que la presencia de 
aislados  no patogénicos de R. necatrix en suelos colonizados por aislados patogénicos 
de la misma especie disminuye la virulencia del patógeno (datos no publicados). Por 
tanto, cerinolactona no es un buen candidato como agente de biocontrol de R. necatrix 
cuando es usado a medias y bajas dosis, pues podría causar efecto adverso sobre 
aislados  no patogénicos de R. necatrix potencialmente beneficiosos, y un bajo efecto 
inhibitorio  contra aislados patogénicos. Sin embargo, cerinolactona podría ser efectivo 
a dosis de 200 µg mostrando un éxito potencial en el control de la PB del aguacate. 
La utilización de plantas de lupino en nuestros experimentos se debió a que se trata de 
una planta herbácea de rápido crecimiento vegetativo y  susceptible a varios patógenos 
de suelo, como R. necatrix que causan podredumbre radicular (Uetake et al. 2001). 
Estos hechos hacen que lupino fuera el candidato ideal para ensayos preliminares in 
vivo. Se encontró en nuestro trabajo  una promoción del crecimiento de las raíces y un 
incremento de la resistencia contra la PB causada por R. necatrix en plantas tratadas con 
T. atroviride, que confirman las conclusiones extraídas por Vinale et al. (2012 b). 
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Los metabolitos de Trichoderma pueden tener distintos efectos sobre las plantas debido 
a varias razones: i) promoción del crecimiento debida a una mejor solubilización de los 
nutrientes minerales, que favorece la absorción, así como a muchos organismos que 
podrían estar asociados a las raíces de las plantas; ii) inducción de la respuesta de 
defensa e incremento de la resistencia a muchos patógenos después de la primera 
penetración en la planta. Algunas especies de Trichoderma, como T. virens, producen 
compuestos que promueven el crecimiento de las raíces comparadas con plantas sin 
inocular (Contreras-Cornejo et al., 2009), y a menudo se ha observado mutualismo en la 
rizosfera entre Trichoderma y las plantas (Vargas et al., 2009; Vargas et al., 2011). 
Se observó un retraso en el progreso de la enfermedad  en lupino cuando los metabolitos 
6PP y harzianolide se aplicaron directamente utilizando uno de los dos métodos de 
inoculación (inmersión de semillas e inmersión de planta). Adicionalmente estos 
metabolitos indujeron un incremento de biomasa cuando se aplicaron por el método 
inmersión de planta, y un incremento similar del peso se encontró cuando 6PP, 
harzianolide y cerinolactona  se aplicaron a concentración de 1 mg/L por inmersión de 
semillas. Similares efectos inducen  una respuesta de defensa en la planta  como estudió 
El-Hassan y Buchenauer (2009) en semillas de maíz colonizadas por Fusarium 
moniliforme y tratadas con 6PP. Los metabolitos secundarios utilizados en este trabajo  
podrían actuar como componentes similares a las auxinas resultando en una promoción 
del crecimiento, y estos metabolitos secundarios tienen típicamente una óptima 
actividad a bajas concentraciones y efectos inhibitorios a altas dosis (Cleland, 1972). 
Así, altas dosis de los metabolitos testados  podrían resultar fitotóxicas produciendo una 
reducción de biomasa, como ocurrió a dosis de 100 µg de los metabolitos 6PP y 
harzianolide. 
El presente estudio sugiere que el antagonismo por especies de T. atroviride podría ser 
debido al efecto del metabolito 6PP, y el antagonismo mostrado por T. cerinum podría 
ser debido al harzianolide. Se ha observado que los metabolitos 6PP y harzianolide 
provocan una sobreexpresión de genes de defensa en plantas de colza y tomate (Vinale 
et al., 2008a). Además los dos métodos de inoculación estudiados podrían ser 
recomendados como preventivos y no como curativos en cultivos para el control de la 
PB de raíz. Sin embargo, en el caso de inmersión de plantas, se requieren grandes 
cantidades de metabolito para un buen  control de la enfermedad. 
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Podemos concluir que 6PP y harzianolide podrían ser considerados candidatos para 
controlar el crecimiento in vivo de aislados de R. necatrix representativos de la 
población de este hongo en cultivos de aguacate, aunque harzianolide no muestra un 
adecuado efecto de inhibición in vitro. 
Son necesarios más estudios para verificar el efecto de estos metabolitos de 
Trichoderma sobre plantas de aguacate en condiciones de invernadero a través de los 
métodos de inoculación usados en este estudio primario antes de su uso comercial. 
Futuras producciones de estos metabolitos a nivel industrial podrían permitir la 
aplicación directa del antagonista para controlar la enfermedad, permitiendo el uso de 
estos metabolitos para mejorar los efectos de biocontrol de la enfermedad. Estos 
resultados permiten profundizar en el conocimiento de aislados de Trichoderma y su 
potencial biocontrol contra R. necatrix, agente causal de la PB del aguacate en el Sur de 
España. 
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En este capítulo se intentó definir si la acción de biocontrol de algunas cepas de 
Trichoderma spp. sobre la PB del aguacate, era debida a la interacción directa 
(micoparasitismo) entre aquellas y el patógeno R. necatrix, analizando los dos últimos 
pasos de los cuatro definidos por Chet et al. (1998) para este proceso:  i) Fijación y 
coiling de hifas de Trichoderma alrededor del huésped  ó ii) secreción de enzimas líticas 
que degraden la pared del huésped. De este modo se estudiaron in vitro las interacciones 
miceliares establecidas entre Trichoderma y R. necatrix, así como la actividad 
enzimática del antagonista, en presencia y ausencia del patógeno. 
 
3.1. Material y métodos 
3.1.1. Estudio de micoparasitismo micelial de Trichoderma spp. sobre R. necatrix 
Para realizar este estudio fue necesario marcar previamente el micelio de Trichoderma 
con proteínas fluorescentes, mediante transformaciones simples y cotransformaciones 
mediadas por protoplastos, de un total de ocho aislados de Trichoderma de nuestra 
colección (IAS, CSIC, Córdoba). 
 
Transformación del hongo antagonista con proteína fluorescente 
Aislados de Trichoderma 
Los aislados de Trichoderma silvestres que se transformaron (Tabla 12) procedían de 
aislamientos de raíces de plantas de aguacate y clavel del sur de España y cuya acción 
de biocontrol sobre la PB del aguacate había sido previamente demostrada por Ruano-
Rosa y López Herrera (2009) y  Ruano-Rosa et al. (2010). 
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Tabla 12. Aislados de Trichoderma utilizados para obtención de transformantes 
 
 
Plásmidos utilizados 
Para la transformación simple de los aislados de Trichoderma, se ensayaron los 
siguientes plásmidos contenidos en la bacteria Escherichia coli resistente a ampicilina:  
pCPXHY1CFP (que confiere resistencia al antibiótico hygromicina y codifica una 
proteína cyan fluorescente) y pAMA-HmOrange2 (que confiere resistencia al 
antibiótico hygromicina y codifica una proteína naranja fluorescente). Y para la 
cotransformación se ensayaron los plásmidos PAN7-1 (que confiere resistencia al 
antibiótico hygromicina) y pPgpd-dsRed (que codifica una proteína roja fluorescente). 
Los plásmidos pCPXHY1CFP (9.1 Kb) (modificación del plásmido pCPXHY1eGFP de 
Pliego et al., 2009) y pAMA-HmOrange2 (12.9 Kb) (Shimizu et al., 2012), utilizados 
en nuestro estudio para la transformación simple,  habían sido diseñados y su eficiencia 
comprobada previamente para el hongo ascomiceto R. necatrix por estos autores. Sin 
embargo los plásmidos PAN7-1 (6.8 Kb) y pPgpd-dsRed (6.4 Kb) que se utilizaron para 
la cotransformación de nuestros aislados de Trichoderma, habían sido diseñados 
específicamente y con eficiencia comprobada previamente para el género Trichoderma  
por Mikkelsen et al. (2003) (Figura 37). 
 
 
Aislado Especie Huésped Procedencia Año  Referencia 
CH101 T. atroviride Aguacate Churriana-Málaga 1993  Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH252 T. harzianum Clavel Huelva 2000 Ruano et al., 2010 
CH273 T. atroviride Aguacate Motril-Granada 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH 296 T. cerinum Aguacate Motril-Granada 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH303 T. virens Aguacate Fuengirola-Málaga 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH304 T. atroviride Aguacate Motril-Granada 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH314 T. atroviride Aguacate Motril-Granada 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH 316 T. atroviride Aguacate Motril-Granada 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
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Figura 37. Plásmidos utilizados 
en la transformación y 
cotransformación de aislados de 
Trichoderma spp. Plásmido 
pCPXHY1CFP: vector para la 
expresión de la proteína cyan 
fluorescente, que contiene el 
gen CFP bajo el control del 
promotor Pgpd y el terminador 
Tgpd de A. nidulans gpd 
(glyceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa), y el gen hph 
flanqueado por el promotor 
PtrpC y el terminador TtrpC de 
A. nidulans. Plásmido pAMA-
HmOrange2: construido con el 
vector pUC19 junto con otros 2 
fragmentos, un fragmento 
AMA1 derivado del plásmido 
pAUR316 y otro del 
pCPXHY1. Plásmido PAN7-1: 
conteniendo hygB de E. coli, 
que confiere resistencia al 
antibiótico hygromicina. 
Plásmido pPgpd-dsRed: para 
la expresión de la proteína ds-
Red de Discosoma sp. bajo el 
control del promotor PgpdA de 
la enzima glyceraldehído-3-
fosfato deshidrogenasa de A. 
nidulans y del terminador trpC 
de la misma especie. 
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Obtención de protoplastos 
Se inocularon placas de PDA (con celofán) con una suspensión de 2 x 106 conidias de 
cada uno de los ocho aislados de Trichoderma spp. y se incubaron a 28 ºC durante 16 
horas en oscuridad. El celofán con los micelios crecidos en superficie (Fig. 38A), se 
sumergió en placa de Petri con una solución de 5mg/mL de enzimas líticas (Sigma 
L2265) con1.2 M MgSO4, 10 mMNa-fosfato a pH 5.8. Posteriormente se desechó el 
celofán y la solución con el micelio fúngico se incubó a 28 ºC durante 2 horas (Fig. 
38B), agitando manualmente cada 10 min para favorecer la actuación de las enzimas 
líticas (Fig. 38C). Tras ello se filtró la solución, a través de lana de vidrio, contenida en 
eppendorf perforados en su base (Fig. 38D), y la solución filtrada se enrasó con igual 
volumen de solución 0.6 M sorbitol, 0.1 M tris HCl a pH7. 
Figura 38. Obtención de protoplastos. A: Crecimiento de micelio en PDA con celofán, 
B: Celofán con micelio fúngico en solución de enzimas líticas, C: Actuación de las 
enzimas líticas a nivel microscópico, D: Filtrado de la solución de protoplastos. 
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El filtrado se centrifugó a 4.000 g. durante 15 minutos, obteniéndose  una interfase que 
contenía los protoplastos. Se recuperó la interfase con una pipeta Pasteur estéril y se 
realizaron 2 lavados con 1.2 M sorbitol- 10 mM tris HCl pH7.5; centrifugándose de 
nuevo a 4.000 g durante 5 minutos, y desechándose el sobrenadante. Finalmente se 
resuspendió la masa con los protoplastos en 1.2 M sorbitol- 10 mM CaCl2-10 mM tris 
HCl, pH7.5 (Penttila et al., 1987). 
 
Transformación mediada por protoplastos 
Primero se realizaron transformaciones simples independientes de los aislados de 
Trichoderma con los plásmidos pCPXHY1CFP y pAMA-HmOrange2 existentes en el 
laboratorio para su uso en la transformación de R. necatrix. Dada la falta de adecuación 
de la transformación simple para observación comparativa de la fluorescencia entre 
aislados antagonistas y del patógeno se decidió utilizar la cotransformación con 
plásmidos PAN7-1 y pPgpd-dsRed efectivos para Trichoderma. Ambos procesos se 
realizaron de forma similar, con la única variación del ADN plasmídico a añadir. En el 
caso de transformaciones simples tan sólo se añadió un tipo de plásmido, mientras que 
en el caso de la cotransformación se añadieron dos alícuotas de ADN plasmídico, una 
con cada tipo de plásmido.  
El proceso de transformación se realizó a partir  de 200 µL de la solución de 
protoplastos con una concentración medida de 107 a 108 protoplastos, a la que se 
añadieron 2 µg de ADN plasmídico y 50 µL de solución PEG (25 % polyethylenglycol 
8000 de Sigma, 10 mM tris HCl, 50 mM CaCl2 pH 7,5 HCl) incubándose 20 minutos en 
baño de hielo. Posteriormente se adicionaron 2 mL de solución PEG incubándose a 
temperatura ambiente 10 minutos. Finalmente se completó con un aporte de 4 mL de 
una solución 10 mM tris- 50 mM CaCl2- 1 M sorbitol pH 7,5 HCl. De esta solución 
final se sembraron diluciones de 100, 500 y 1000 µL en placas de PDA sorbitol con 
hygromicina (100 µg/µL) y se incubaron a 25 ºC durante 3 días, tras los cuales 
aparecieron colonias de transformantes que se repicaron a placas de PDAHyg (100 
µg/mL). Además para obtener transformantes estables hubo de realizarse al menos tres 
pases de medio selectivo a no selectivo (Penttila et al., 1987). 
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Estudio de los transformantes  de Trichoderma 
Crecimiento in vitro 
Para comprobar si existían diferencias significativas de crecimiento entre los aislados de 
Trichoderma transformantes y sus respectivos aislados silvestres, se sembraron ambos 
tipos de aislados en placas de Petri con PDA incubándose a 25 ºC en oscuridad y se 
midieron diariamente los diámetros (mayor y menor) de sus colonias. Se utilizaron 5 
repeticiones de cada uno de los tipos de aislados y se calculó el área bajo la curva de 
crecimiento acumulado estandarizado (ABCCAS) al cuarto día, cuando al menos uno de 
los aislados había cubierto totalmente la placa. 
 
Efecto de biocontrol 
Para comprobar si existían diferencias significativas entre el efecto de biocontrol de los 
aislados transformantes y sus respectivos aislados silvestres sobre la PB del aguacate, se 
inocularon en primer lugar separadamente cuatro aislados silvestres y sus cuatro 
correspondientes cotransformantes de Trichoderma spp. en plantas de aguacate de seis 
meses de edad del cv. Topa-Topa, vegetando en bolsas de 3,5 L con SL. El inóculo 
consistió en trigo colonizado por cada aislado como se describe en capítulos anteriores 
(Sztejenberg y Madar, 1980). Tras 15 días, se inocularon de nuevo dichas plantas pero 
con trigo colonizado por el aislado Rn400 y 15 días más tarde se volvió a reinocular de 
nuevo con los primeros aislados transformantes y silvestres respectivamente. Como 
controles se utilizaron tres tipos: a) plantas control inoculadas sólo con los dos tipos de 
aislados de Trichoderma spp. y no con el aislado Rn400, b) plantas control positivo 
inoculadas solamente con el aislado Rn400 y c) plantas control negativo sin inocular. Se 
utilizaron 5 repeticiones por tratamiento. 
Durante el experimento se evaluó el avance de la enfermedad mediante dos lecturas 
semanales de la sintomatología aérea de las plantas según escala de severidad (1: planta 
sana, 5: planta muerta) y se calculó el ABCPEAS. 
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Observación de micoparasitismo mediante cultivos duales entre aislados 
transformantes de Trichoderma spp. y R. necatrix 
Para observar la posible interacción existente entre Trichoderma spp. y R. necatrix, se 
realizaron cultivos duales en placas de agar-agua con hygromicina (100 µg/mL) y una 
cubierta de celofán (Chambers and Scott, 1995) de los aislados del antagonista 
Trichoderma cotransformados con los plásmidos PAN7-1 y pPgpd-dsRed, y el aislado 
Rn400GFP de R. necatrix (Pliego et al., 2009). A las 48 horas se realizaron cortes del 
celofán (1x2,5 cm2) que se montaron en portas y se observó la interacción existente 
entre ambos micelios bajo microscopio de epifluorescencia Nikon eclipse 80i, 
utilizando un filtro FITC (Ex: 482/35; DM:506; EM:536/40) para la visualización de la 
proteína fluorescente eGFP y otro filtro TRITC (Ex: 543/22; DM:562; EM:593/40) para 
la dsRed. Las imágenes fueron capturadas usando una cámara CCD con el software 3.0 
de Nikon (Nikon Instruments Europe BV, Amstelveen, Holanda). Fueron observadas un 
total de 400 preparaciones y tomadas 300 imágenes de enfrentamientos. 
 
3.1.2. Actividad enzimática  
Aislados utilizados 
El estudio de actividad enzimática se realizó sobre 10 aislados de Trichoderma, 
pertenecientes a distintas especies obtenidos de raíces de plantas de aguacate y clavel 
(Tabla 13), en presencia  o ausencia del aislado muy virulento Rn400 de R. necatrix. 
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Tabla 13. Aislados de Trichoderma ensayados para el estudio de su actividad 
enzimática. 
 
 
Obtención de micelio de hongos antagonistas y patógeno 
Para la obtención del micelio de Trichoderma, se inocularon erlenmeyer de 100 mL 
conteniendo 20 mL de medio de cultivo PDB, con una suspensión de 106 conidias de 
cada aislado de Trichoderma y se incubaron durante 5 días a 20 ºC en oscuridad y 
agitación (120 rpm). Posteriormente estos cultivos líquidos se filtraron por gasas 
estériles mediante vacío, recuperándose el micelio de Trichoderma (Fig. 39). Se 
utilizaron seis repeticiones por cada uno de los diez aislados ensayados (dos 
repeticiones como control de actividad enzimática constitutiva y cuatro para el estudio 
de la actividad enzimática inducida). 
Para la obtención del micelio de R. necatrix, se creció el aislado Rn400 en PDA con 
celofán a 25ºC, durante cinco días, recuperándose el micelio fresco del hongo mediante 
raspado de la colonia fúngica (Fig. 39). 
 
 
 
 
Aislado Especie Huésped Procedencia Año  Referencia 
CH101 T. atroviride Aguacate Churriana-Málaga 1993  Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH252 T. harzianum Clavel Huelva 2000 Ruano et al. 2010 
CH273 T. atroviride Aguacate Motril-Granada 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH282b Trichoderma sp. Aguacate Fuengirola-Málaga 2001 - 
CH296 T. cerinum Aguacate Motril-Granada 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH303 T. virens Aguacate Fuengirola-Málaga 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH304 T. atroviride Aguacate Motril-Granada 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH312c Trichoderma sp. Aguacate Vélez- Málaga 2001 - 
CH314 T. atroviride Aguacate Motril-Granada 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
CH316 T. atroviride Aguacate Motril-Granada 2001 Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009 
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Figura 39. Obtención de micelio de aislados de Trichoderma y R. necatrix. 
 
 
Estudio de actividad enzimática 
Se prepararon erlenmeyer de 250 mL de capacidad, conteniendo 50 mL de medio Vogel 
(MV) (12,5% Na3Citrato·2H2O; 25% KH2PO4anhidro; 10% NH4NO3; 1% 
MgSO4·7H2O; 0,5% CaCl2·2H2O; 0,25% ácido cítrico·2H2O; 0,25% ZnSO4·7H2O; 
0,1% Fe(NH4)2(SO4)2·6H2O; 0,0125% CuSO4·5H2O; 0,0025% MnSO4·H2O; 0,0025 
H3BO4 anhidro; 0,0025% Na2MoO4·2H2O; Solución de biotina 0,1 mg/mL; añadiéndose 
2 mL de cloroformo por litro para evitar contaminaciones) (Vogel, 1964). Como primer 
control se utilizó MV sin inocular (4 repeticiones), como segundo control se utilizo MV 
inoculado con micelio fresco del aislado Rn400 al 0,06 % (4 repeticiones) para estudiar 
si existía actividad enzimática por parte de R. necatrix que pudiera interferir en el 
estudio. Para el estudio de la actividad enzimática basal de cada aislado de Trichoderma 
se inoculó MV sólo con el micelio filtrado (dos repeticiones por aislado). Para el estudio 
de la actividad enzimática inducida por R. necatrix sobre los aislados de Trichoderma se 
incorporó a MV cada uno de los aislados de Trichoderma, además de micelio fresco de 
R. necatrix al 0,06% (4 repeticiones por aislado). Todas las suspensiones se incubaron 
durante 48 horas a 20ºC, en oscuridad y agitación continua (120 r.p.m.) y 
posteriormente las soluciones se filtraron por gasas estériles mediante vacío, 
obteniéndose “soluciones muestra” para la medida de actividad enzimática (Fig. 40). 
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Figura 40. Obtención de “soluciones muestra”. 
 
Las actividades enzimáticas (glucanasa y quitinasa) se analizaron estadísticamente 
mediante las siguientes comparaciones: 1) MV y MV+R. necatrix, para la evaluación de 
la actividad glucanasa o quitinasa de R. necatrix; 2) MV, MV+Trichoderma y 
MV+Trichoderma+R. necatrix (una comparación por cada uno de los 10 aislados), para 
la evaluación de la actividad enzimática constitutiva o inducida de cada aislado de 
Trichoderma en ausencia o presencia del patógeno, respectivamente. 
 
Actividad glucanasa 
Se utilizaron placas de 96 pocillos transparentes. En cada pocillo se añadieron 50 µL de 
cada una de los soluciones muestra + 10 µL de solución de laminarina (Sigma L-9634) 
(20 mg/mL en acetato de sodio 50 mM a pH 5), se taparon y se incubaron a 37 ºC 
durante 45 minutos. Posteriormente se añadió a cada uno de los pocillos 60 µL de 
reactivo de cobre (1,2% potasio de sodio anhidro; 2,4% carbonato de sodio; 0,4% 
sulfato de cobre pentahidrato; 1,6% carbonato de sodio anhidro; 18% sulfato de sodio 
anhidro) y se incubaron a 100 ºC durante 30 minutos. Más tarde se dejó enfriar a 
temperatura ambiente (20 ºC) durante 20 minutos y se añadieron 60 µL de reactivo de 
arsénico (2,5% de molibdato de amonio anhidro; 2% de H2SO4; 0,3% arsenato de sodio 
dibásico), incubándose a 20ºC durante 15 minutos y se agitó en un agitador de balanceo 
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durante 10 minutos tapándolo con papel de aluminio y posteriormente se realizó la 
medida de absorbancia a 650 nm, siguiendo el método de Somogyi-Nelson (1952) (Fig.  
41). Se realizaron 3 réplicas técnicas de cada repetición. Los valores de absorbancia 
obtenidos se transformaron en unidades de actividad enzimática, considerándose cada 
unidad de actividad enzimática como 5 unidades de absorbancia (Gusakov et al., 2011). 
Figura 41. Determinación de la actividad glucanasa.  
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Actividad quitinasa 
Se utilizaron placas negras de 96 pocillos. En cada pocillo se añadió 95 µL de 
soluciones muestra + 5 µL de una solución a concentración 0,5 mg/mL de 
methylumbelliferyl β-D-N, N´,N´-triacetylchitotriosidehydrate (Sigma M5639) y se 
incubaron a 37 ºC, durante 30 minutos en agitación continua (177 rpm). A continuación, 
se realizó la medida de la fluorescencia a 365 nm (longitud de excitación) y 450 
(longitud de emisión) en un espectrómetro “Luminescence Spectrometer LS50”, 
PekinElmers (Ren et al., 2000) (Fig. 42). Se realizaron 3 réplicas técnicas de cada 
repetición. Los valores de fluorescencia se transformaron en unidades de actividad 
enzimática, para lo cual se extrapoló desde una curva patrón de glucosa, considerándose 
una unidad de actividad enzimática como un  µM de sustrato transformado (Ren et al., 
2000). 
Figura 42. Determinación de la actividad quitinasa.  
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3.1.3. Análisis estadístico 
Los datos de los diferentes experimentos se analizaron mediante el programa "Statistix 
9" realizándose un ANOVA completamente al azar. En aquellos casos en los que 
existieron diferencias significativas, la media de los tratamientos se comparó utilizando 
el test LSD de Fisher para diferenciar los tratamientos entre ellos (P < 0.05) (Steel y 
Torrie, 1985). 
 
3.2. Resultados 
3.2.1. Estudio de micoparasitismo micelial de Trichoderma spp. sobre R. necatrix 
Transformación del hongo marcado con proteína fluorescente 
En las dos transformaciones simples con los dos primeros plásmidos, los transformantes 
obtenidos fueron resistentes al antibiótico, y sólo emitieron fluorescencia los obtenidos 
con el plásmido pCPXHY1CFP, pero no los obtenidos con el plásmido pAMA-
HmOrange2. Por tanto, se realizó posteriormente un proceso de cotransformación con 
incorporación de alícuotas de los dos tipos de ADN procedentes de los plásmidos 
PAN7-1 y pPgpd-dsRed, seleccionando previamente las colonias de aquellos 
transformantes que integraron el plásmido PAN7-1 con resistencia al antibiótico en el 
medio de cultivo, y posteriormente aquellos transformantes que emitían fluorescencia 
(bajo microscopio de fluorescencia) integrando además el plásmido pPgpd-dsRed (Fig. 
43). 
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Figura 43. Colonias transformantes (con denso crecimiento aéreo, indicado con flechas 
rojas) en placas de PDA sorbitol con hygromicina (100 µg/µL) incubadas a 25 ºC. 
 
En la primera transformación simple con el plásmido pCPXHY1CFP, se obtuvieron un 
total de 69 transformantes para los ocho aislados de Trichoderma estudiados (Tabla 14). 
Tras observación bajo el microscopio de fluorescencia se determinó que su emisión de 
fluorescencia no era apta para los enfrentamientos in vitro con R. necatrix (marcado con 
la proteína GFP), puesto que los espectros de emisión de cyan y verde se solapaban y no 
era posible diferenciar hifas marcadas con cada tipo de fluorocromo. Además la emisión 
de fluorescencia fue baja y poco homogénea, y la estabilidad de los transformantes fue 
también baja, perdiéndose incluso en algunos casos la resistencia a hygromicina. 
Posteriormente, debido al volumen de material fúngico y de laboratorio a manejar así 
como a la complejidad del proceso de transformación, se redujeron el número de 
aislados de Trichoderma sobre los que se realizaron las transformaciones posteriores. 
Así se utilizaron dos aislados de T. atroviride (CH101 y CH304) y un aislado de T. 
virens (CH303), seleccionados por tener buen efecto de biocontrol en experimentos 
previos (Ruano-Rosa y Lopez-Herrera 2009; Ruano-Rosa et al., 2010); y un aislado de 
T. cerinum (CH296) por ser productor del nuevo metabolito cerinolactona descrito por 
primera vez por nuestro grupo (Vinale et al., 2012), que fueron transformados y 
cotransformados con los  plásmidos descritos a continuación. 
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En la transformación simple con el plásmido pAMA-HmOrange2 (con emisión 
fluorescente naranja para R. necatrix), se obtuvieron 11 transformantes (Tabla 14). Al 
visualizarlos al microscopio de fluorescencia se observó que no existía emisión alguna 
de fluorescencia y la estabilidad de estos transformantes fue también muy baja, 
perdiéndose fácilmente la resistencia al antibiótico tras varios pases por presión 
selectiva. 
Puesto que no se consiguió marcar el micelio de Trichoderma con los plásmidos viables 
en R. necatrix, se realizó la cotransformación con los plásmidos PAN7-1 y pPgpd-
dsRed (Mikkelsen et al., 2003) coutilizando ambos. En primer lugar, se seleccionaron 
transformantes con el plásmido PAN7-1, de los aislados CH101 y CH304 de T. 
atroviride, CH296 de T. cerinum, y CH303 de T. virens, obteniéndose 119 
transformantes resistentes a hygromicina, que habían incorporado dicho plásmido. 
Posteriormente se observó emisión de fluorescencia en 42 de ellos al haber incorporado 
el plásmido pPgpd-dsRed (Tabla 14). De esta forma se consiguió marcar el micelio de 
Trichoderma con la proteína roja fluorescente, fácilmente distinguible del micelio de R. 
necatrix marcado con la proteína GFP verde fluorescente. 
Tabla 14.- Número de transformantes obtenidos de diferentes aislados de Trichoderma 
para cada plásmido utilizado. 
  T. atroviride T. harzianum 
T. 
cerinum 
T. 
virens 
 Plásmidos CH101 CH273 CH304 CH314 CH316 CH252 CH 296 CH303 
Tr
an
s. si
m
p pCPXHY1CFP 1 15 40 3 1 2 5 2 
pAMAHmOrange2 7 - 2 - - - 2 - 
C
ot
ra
ns
-
fo
rm
ac
ió
n
PAN7-1 63 - 33 - - - 9 14 
PAN7-1 y  
pPgpd-dsRed 18 - 6 - - - 8 10 
 
Los aislados de Trichoderma presentaron diferentes eficiencias de cotransformación, 
28%  y 18% para los dos aislados CH101 y CH304 de T. atroviride, respectivamente,  
88% para el de T. cerinum y 71 % para el de T. virens.  Así se seleccionó uno de cada 
tipo en función de su mayor y homogénea emisión de fluorescencia para las 
observaciones posteriores de interacción de sus micelios con el aislado transformante 
Rn400GFP. 
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Estudio de los transformantes 
Crecimiento in vitro 
No hubo diferencias significativas en la velocidad de crecimiento in vitro de las 
colonias entre los aislados cotransformantes CH101dsRed (F= 2.15; df=1,7; P> 0.05), 
CH304dsRed (F= 0.05; df= 1,8; P> 0.05), CH296dsRed (F= 1.25; df=1,7 P> 0.05), 
CH303dsRed (F= 0.12; df= 1,8; P> 0.05) y sus correspondientes silvestres según los 
análisis estadísticos realizados (Fig. 44) (Anejo A6). 
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Figura 44. Crecimiento in vitro de aislado de Trichoderma transformantes y silvestres. 
Se utilizaron 5 repeticiones por tratamiento. 
 
 
 
 
 
 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
0 24 48 72
Di
ám
et
ro
 m
ed
io
 de
 la 
co
lo
ni
a (
m
m
)
Tiempo desde la siembra (horas)
CH101 CH101 dsRed
0
10
20
30
40
50
60
70
80
0 24 48 72
Di
ám
et
ro
 m
ed
io
 de
 la 
co
lo
ni
a (
m
m
)
Tiempo desde la siembra (horas)
CH304 CH304 dsRed
Micoparasitismo y actividad enzimática de Trichoderma spp. 
 
100 
 
 
 
Efecto de biocontrol 
Tampoco se observaron diferencias significativas en el efecto de biocontrol ejercido 
sobre la PB, entre los aislados cotransformantes CH101dsRed (F= 0.18; df= 1,4; P> 
0.05), CH304dsRed (F= 0.51; df= 1,4; P> 0.05), CH296dsRed (F= 0.03; df= 1,4; P> 
0.05), CH303dsRed (F= 0.56; df= 1,4; P> 0.05) y sus correspondientes silvestres según 
los análisis estadísticos realizados (Fig. 45). 
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Figura 45. Progreso epidémico de la podredumbre blanca en plantas de aguacate 
inoculadas con el aislado Rn 400 y los aislados antagonistas de Trichoderma. Se 
utilizaron 4 repeticiones por tratamiento. 
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De esta forma, se concluyó que los aislados cotransformantes dsRed de Trichoderma 
tuvieron un comportamiento similar a sus correspondientes silvestres, en cuanto a su 
velocidad de crecimiento in vitro y su efecto de biocontrol de la PB en plantas de 
aguacate, permitiendo así utilizar los aislados marcados para los estudios de 
micoparasitismo en vez de sus correspondientes silvestres dado que no se modificaba 
las principales características de los últimos al transformarlos. 
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Micoparasitismo mediante cultivos duales entre aislados transformantes de 
Trichoderma spp. y R. necatrix  
Tras analizar un total de 400 cultivos duales y tomar 300 imágenes bajo microscopio de 
fluorescencia de las zonas de contacto entre micelios de R. necatrix (marcado con 
emisión de fluorescencia verde) y Trichoderma spp. (marcado con emisión de 
fluorescencia roja), se observó que el crecimiento de las hifas de Trichoderma tiende a 
ser paralelo al de las hifas de R. necatrix para los aislados CH101dsRed, CH304dsRed y 
CH296dsRed (Fig. 46), mientras que en el caso del aislado CH303dsRed discurren de 
forma independiente. 
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Figura 46. 
Paralelismo de hifas 
en cultivos duales de 
R. necatrix 
(Rn400GFP) y 
Trichoderma-dsRed. 
A: Aislado de T. 
atroviride 
CH101dsRed (x200); 
B: Aislado de T. 
atroviride 
CH304dsRed (x400); 
C: Aislado de T. 
cerinum 
CH296dsRed (x400).  
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Por tanto en los enfrentamientos realizados para los aislados CH101dsRed, 
CH304dsRed y CH296dsRed se detectó un micoparasitismo incipiente, aunque no se 
observó enrollamiento de hifas de Trichoderma sobre R. necatrix, ni formación de 
papilas de penetración. No se detectó una actividad micoparasítica del micelio del 
aislado CH303dsRed sobre R. necatrix. 
 
3.2.2. Actividad enzimática: glucanasa y quitinasa.  
El aislado patogénico de R. necatrix ensayado no mostró una actividad constitutiva 
glucanasa (F = 2.49; df = 1, 20; P > 0.05) (Anejo A8)  ó quitinasa (F = 1.62; df = 1, 22; 
P > 0.05) (Anejo A9) significativamente diferente con el control (MV) que pudiera 
interferir con las conclusiones del experimento planteado.  
Cuando se compararon las actividades enzimáticas: MV, MV+Trichoderma y 
MV+Trichoderma+R.necatrix, todos los aislados de Trichoderma ensayados 
presentaron estadísticamente algún tipo de actividad glucanasaCH101 (F = 6.11; df = 
2, 21; P < 0.05), CH252 (F = 12.46; df = 2, 22; P < 0.05), CH273 (F = 40.13; df = 2, 23; 
P < 0.05), CH282b (F = 63.77; df = 2, 17; P < 0.05), CH296 (F = 6.18; df = 2, 25; P < 
0.05), CH303 (F = 7.84; df = 2, 24; P < 0.05), CH304 (F = 7.30; df = 2, 24; P < 0.05), 
CH312c (F = 3.71; df = 2, 20; P < 0.05), CH314 (F = 37.79; df = 2, 24; P < 0.05) y 
CH316 (F = 147.72; df = 2, 19; P < 0.05). Siendo dicha actividad constitutiva para los 
aislados CH252, CH273 y CH304 e inducida para los aislados CH314, CH316 y 
CH282b.  Sin embargo actividad glucanasa en presencia del patógeno del aislado 
CH273 disminuyó significativamente la (Fig. 48) (Anejo A8).  
Los aislados, CH273 (F = 22.16; df = 2, 27; P < 0.05), CH282b (F = 36.0; df = 2, 21; P 
< 0.05), CH303 (F = 74.10; df = 2, 23; P < 0.05), CH304 (F = 43.67; df = 2, 25; P < 
0.05), CH312c (F = 49.79; df = 2, 24; P < 0.05), CH314 (F = 87.83; df = 2, 27; P < 
0.05), y CH316 (F = 78.48; df = 2, 21; P < 0.05), presentaron actividad quitinasa 
constitutiva, y solo el aislado CH-303 la presentó además inducida en presencia del 
patógeno. El resto de los aislados, CH101 (F = 3.19; df = 2, 26; P > 0.05), CH252 (F = 
2.20; df = 2, 27; P > 0.05), CH296 (F = 111.31; df = 2, 26; P > 0.05), no tuvieron 
actividad quitinasa ni constitutiva ni inducida. Hay que destacar que la actividad 
quitinasa constitutiva de los aislados 282b y 312c, es alta con respecto al resto de los 
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aislados. En el caso de los aislados CH296 y CH316 se da una actividad quitinasa 
menor que en el MV, probablemente exista error experimental de medición (Fig. 47) 
(Anejo A9). 
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Figura 47. Actividad enzimática (glucanasa y quitinasa) de distintos aislados de Trichoderma en crecidos en MV y MV+R. necatrix. 
 
0
20000
40000
60000
80000
100000
120000
140000
CH101 CH252 CH273 CH282b CH296 CH303 CH304 CH312c CH314 CH316
U
n
i
d
a
d
e
s
 
a
c
t
i
v
i
d
a
d
 
e
n
z
i
m
á
t
i
c
a
Aislados
ACTIVIDAD GLUCANASA
MV MV+Trich MV+Trich+Rn
b ab a  b  a  a c
a
b
b b
a
b ab
a
b ab  a b a a b ab
a
b
b
a
b b
a
Micoparasitismo y actividad enzimática de Trichoderma spp. 
 
108 
 
 
 
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
3500
CH101 CH252 CH273 CH282b CH296 CH303 CH304 CH312c CH314 CH316
U
n
i
d
a
d
e
s
 
d
e
 
a
c
t
i
v
i
d
a
d
 
e
n
z
i
m
á
t
i
c
a
Aislados
ACTIVIDAD QUITINASA
a a
a 
a  a 
a 
b
a a
b
a
a
b 
c
b
c a
a 
b
a a
b
a a
b
a a
b
a
c 
Micoparasitismo y actividad enzimática de Trichoderma spp. 
 
 
 
3.3. Discusión 
En este trabajo hemos estudiado el micoparasitismo y actividad enzimática de aislados 
de Trichoderma sobre R. necatrix, pues este antagonista no destruye totalmente al 
patógeno sino que de alguna forma disminuye el progreso de la PB ejerciendo un efecto 
de biocontrol (Ruano-Rosa et al., 2009). También otros autores han estudiado el 
biocontrol de Trichoderma harzianum (Cruz et al., 1995) y Trichoderma virens sobre 
Pythium ultimum (Djonovic et al., 2006). Así se ha determinado que en muchos casos 
Trichoderma no llega a destruir a sus huéspedes (Deacon, 2006; Inch y Gilbert 2011) y 
se ha observado en algunos aislados de Trichoderma el proceso de microtrofia con 
capacidad de alimentarse de células muertas, comportándose en estos casos dichos 
aislados como un parásito (Mukherjee et al., 1995). 
Para poder visualizar microscópicamente el micoparasitismo entre hongos, es necesario 
un marcaje previo mediante transformación de los micelios fúngicos implicados con 
genes que expresen  proteínas con distinto espectro de emisión de fluorescencia. Para 
ello existen distintas técnicas de transformación de Trichoderma, siendo las más 
importantes la generación de protoplastos y la biobalística (Nelson et al., 1998). Yeoung 
y Knudsen (2000) expusieron la potencialidad de estas técnicas en Trichoderma para 
monitorear su crecimiento y el establecimiento de sus posibles relaciones de 
micoparasitismo. 
En nuestro caso el método de transformación elegido fue mediante generación de 
protoplastos (Penttila et al., 1987) pues es más sencillo y necesita una menor inversión 
en material. Además en el caso de Trichoderma spp., al tratarse de un hongo que 
esporula con facilidad, existe un porcentaje de éxito alto en el proceso de 
transformación, al contario que lo que nuestro grupo observó en R. necatrix (Pliego et 
al., 2009) donde la transformación es dificultosa al tratarse de un hongo que no esporula 
fácilmente. La baja eficiencia en la transformación de R. necatrix se debe 
principalmente a la poca concentración de protoplastos obtenidos (0.5-1·107 
protoplastos/ g. de micelio fresco) y su baja regeneración (0.05%) (Kanematsu et al., 
2004). 
En los once transformantes obtenidos con el plásmido pAMA-HmOrange2 no se 
observa emisión de fluorescencia bajo el microscopio y la estabilidad de estos es muy 
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baja, perdiéndose fácilmente la resistencia al antibiótico tras varios pases por presión 
selectiva. Esto puede deberse a que el vector utilizado no funcione en Trichoderma, al 
estar comprobada su eficiencia sólo en R. necatrix, o que  la secuencia que codifica la 
proteína naranja fluorescente no sea viable en el metabolismo de Trichoderma. Así los 
resultados de nuestros experimentos ponen de manifiesto que la utilización de ciertos 
plásmidos de marcaje no son adecuados para todos los géneros de hongos y pueden dar 
problemas de emisión dependiendo de los géneros fúngicos, aunque pertenezcan a la 
misma clase ascomicetos (Trichoderma y Rosellinia). 
Nuestros resultados en cuanto al diferente número de cotransformantes obtenidos de los 
aislados CH101 y CH304 de T. atroviride, CH296 de T. cerinum y CH303 de T. virens, 
coinciden con los de Mikkelsen et al., (2003), en cuanto a la diferente eficiencia de 
cotransformación en función de la especie y del tipo de Trichoderma a transformar. 
Al igual que observó Pliego et al. (2009) en estudios de la velocidad de crecimiento in 
vitro de aislados de R. necatrix marcados con e-GFP, la velocidad de crecimiento de 
nuestros aislados cotransformantes dsRed de Trichoderma spp. (marcados con proteína 
fluorescente roja), no varía significativamente con respecto a sus silvestres. Asimismo 
tampoco se observó diferencias en el nivel de biocontrol sobre la PB entre aislados 
cotransformados y silvestres. Esto permitió utilizar estos aislados transformantes dsRed 
de Trichoderma en cultivos duales con Rn400GFP en vez de sus correspondientes 
silvestres y poder observar la posible presencia de micoparasitismo entre micelios con 
distinto gama de emisión de fluorescencia. 
Los marcajes de aislados de Trichoderma con proteína con emisión de fluorescencia, 
desarrollados en nuestro estudio de micoparasitismo, también han sido utilizados por 
otros autores para el estudio de relaciones de micoparasitismo entre hongos patógenos y 
sus antagonistas. Lu et al. (2004) marcaron aislados de Trichoderma atroviride con la 
proteína GFP y estudiaron las interacciones establecidas con los patógenos de suelo 
Pythium ultimum y Rhizoctonia solani. El patógeno Gibberella fujikuroi marcado con la 
proteína RFP se estudió en cultivos duales con Talaromyces sp. (Kato et al., 2012) y 
con Trichoderma asperellum (Watanabe et al., 2007) marcados con GFP. Además, al 
igual que encontramos en nuestros enfrentamientos, las hifas del antagonista 
Talaromyces sp.crecen paralelas a las del patógeno Gibberella fujikuroi a los 2 días del 
contacto entre micelios. Estos autores observaron además una consiguiente disgregación 
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del micelio del patógeno, así pues parece probable que el paralelismo observado entre 
hifas de Trichoderma spp. y R. necatrix sea un primer punto de micoparasitismo, 
aunque no observemos enrollado, ni disgregación del micelio. Esto puede ser debido a 
que el sistema defensivo de R. necatrix sea más potente y no permita que Trichoderma 
siga desarrollando los enrollamientos, o quizás porque Trichoderma se encuentre 
adaptado a coexistir con el patógeno comportándose como un parasito sin destruir 
totalmente a R. necatrix, como se ha citado anteriormente. 
La pared celular de muchos hongos patógenos está compuesta principalmente por 
glucanos y quitina (Pettolino et al., 2009), de ahí el interés por los hongos productores 
de glucanasas y quitinasas como agentes de biocontrol, pues la síntesis de estas enzimas 
podría afectar negativamente sus micelios. Además esta síntesis de enzimas parece estar 
implicada en la acción de micoparasitismo.  
Tras el estudio bajo microscopio de fluorescencia de cultivos duales parece que existe 
un crecimiento quimiostático de las hifas de Trichoderma paralelo a las hifas de R. 
necatrix que podría ser debido al exudado de enzimas por Trichoderma que degraden 
componentes de la pared celular del patógeno y puedan ser usados por el antagonista 
como nutrientes. Además parece que el huésped infectado genera señales que 
Trichoderma reconoce, desencadenándose una respuesta, como secreción de enzimas, 
quitinasas, glucanasas y proteasas que  facilitan el tránsito de nutrientes, la degradación 
del huésped y formación de estructuras de infección (Viterbo y Horwitz, 2010). 
En la actividad enzimática de los aislados de Trichoderma estudiados se observa esta 
actividad glucanasa ó quitinasa ambas constitutivas o inducidas (en presencia de R. 
necatrix) dependiendo de los aislados. También Djonovic et al. (2006) analizando 
aislados silvestres de Trichoderma virens y dos mutantes para el gen que codifica la 
enzima β-1, 6-glucanasa; en uno de ellos este gen fue silenciado y en el otro observó 
una sobreexpresión de forma constitutiva. Comprobándose que en el aislado que poseía 
este gen silenciado el efecto de biocontrol sobre Pythium ultimum se veía reducido 
significativamente y se incrementaba en el aislado que mostraba sobrexpresión. Así 
mismo, se observó un incremento en la síntesis de esta glucanasa por parte del aislado 
silvestre en presencia del huésped, indicando que existe una regulación de este gen 
durante el micoparasitismo establecido entre estos dos hongos. Por otro lado existe 
amplia diversidad de actividad quitinasa, y se piensa que algunas isoformas podrían ser 
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específicas para algunos complejos simbióticos (micorrizas) concretos (Pozo et al., 
1998). Existen estudios de plantas de fresa, cultivo altamente suceptible a R. necatrix, 
transformadas con genes quitinasa y glucanasa que reducen la severidad de la 
enfermedad al ser inoculadas con este patógeno (Mercado et al., 2015) 
Tras la importancia de las actividades glucanasa y quitinasa anteriormente comentada y 
su relación con las relaciones de micoparasitismo, parece ser que los aislados de 
Trichoderma CH282b, CH303, CH-314 y CH-316, serían candidatos para futuros 
ensayos de actividad enzimática sobre un amplio número de aislados representantes de 
la población de R. necatrix en el cultivo del aguacate. De esta forma podrían ser 
utilizados como agentes de biocontrol, por su actividad glucanasa y quitinasa inducida y 
en algunos de ellos por su alta actividad enzimática constitutiva. Además para una 
aplicación masal de estas enzimas en el control biológico de enfermedades en cultivos, 
existen estudios de optimización para la producción de enzima quitinasa (Ospina-
Alvarez et al., 2014), que en un futuro podrían desarrollar una producción comercial y 
aplicación directa de esta. 
De esta forma, parece que el efecto de biocontrol de Trichoderma sobre R. necatrix 
podría estar ligado en parte al micoparasitismo establecido en el paralelismo entre hifas, 
y la actividad enzimática (glucanasa y quitinasa), aunque todo parece indicar que una 
gran parte de este biocontrol podría ser debido a la competencia por el espacio y los 
nutrientes, sin olvidar el efecto de biocontrol que los metabolitos generados por 
Trichoderma ejercen sobre R. necatrix, y el efecto indirecto sobre la planta (Capítulo 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
CAPÍTULO 4 
 
 
ESTUDIO DE AISLADOS NO PATOGÉNICOS PERTENECIENTES A LA 
FAMILIA XYLARIACEAE COMO POTENCIALES AGENTES DE 
BIOCONTROL DE LA PODREDUMBRE BLANCA DE RAÍZ DEL 
AGUACATE 
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En el presente capítulo se estudiaron aislados de R. necatrix y afines de Entoleuca sp., 
pertenecientes a la familia Xylariaceae,  recuperados de suelo de árboles “escape” de 
aguacate en plantaciones comerciales de la costa sur de España, evaluándose su efecto 
como ABC de la PB, así como los mecanismos de biocontrol, por la presencia de 
micovirus (ARNdc) y la formación de barreras de incompatibilidad en cultivos duales 
con un aislado patogénico de R. necatrix.  
 
4.1. Material y métodos 
4.1.1. Obtención, identificación y patogenicidad de aislados fúngicos procedentes 
de  muestreos de campo 
Obtención de aislados fúngicos en muestreos de campo 
Durante Junio de 2012, se realizó un muestreo de árboles afectados por la PB, en 
distintas plantaciones comerciales de aguacate de la costa sur (Málaga-Granada) para la 
obtención de aislados no patogénicos de R. necatrix. Se seleccionaron 17 árboles, en las 
localidades malagueñas de Rincón, Torrox, Vélez y Benamargosa, que estando sus 
raíces colonizadas por R. necatrix vegetaban normalmente (“árboles escape”). Para la 
recuperación de los aislados fúngicos, se utilizó una técnica similar a la de Eguchi et al. 
(2009) con brotes trampa de aguacate. Se enterraron en suelo alrededor del tronco de 
cada árbol un total de 16 brotes sanos de aguacate de 1 cm de diámetro y unos 25 cm de 
longitud disponiéndose en dos circunferencias concéntricas (8 brotes en cada una) y a 
distancias de 1 y 2 m de la base del tronco, respectivamente (Fig. 48 y 49). 
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Figura 48. Árboles escape y brote de aguacate enterrado en suelo. A: “Árboles escape” 
en una parcela de aguacates infestada por R. necatrix, dónde el resto de árboles murió 
por este hongo y B: Detalle de brote de aguacate enterrado verticalmente en el suelo 
circundante a estos árboles escape. 
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Figura 49. Distribución de brotes enterrados alrededor de árboles escape en 
circunferencias concéntricas a 1 y 2 m de distancia de la base del tronco, 
respectivamente. 
 
A los 4 meses del enterrado se comenzaron a realizar extracciones mensuales de los 
brotes en un periodo desde Noviembre de 2012 a Julio de 2013, recuperándose entre 20 
y 25 brotes en cada una de ellas. Para la obtención de los aislados de R. necatrix se 
realizaron siembras de trozos de los brotes en PDA acidificado (con 0,2% de ácido 
láctico), previa desinfección superficial en hipoclorito sódico (40 g. de cloro activo/L) al 
20% durante tres minutos y tres lavados consecutivos en agua destilada. Paralelamente 
se incubaron dichos brotes en cámara húmeda para la posible obtención de aislados 
saprófitos de R. necatrix (Ikeda et al.,  2005). Las colonias fúngicas típicas del hongo 
obtenidas por ambos métodos, se identificaron preliminarmente mediante su 
observación macroscópica en PDA. 
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Identificación de género y especie mediante secuenciación del ADN de los hongos 
recuperados  
Para confirmar la identificación macroscópica preliminar de R. necatrix, se realizaron 
extracciones de ADN a partir del micelio fúngico liofilizado siguiendo el protocolo de 
Choi et al. (1992).  
Se obtuvo un polvo fino triturando en mortero el micelio fúngico liofilizado, 
añadiéndose buffer de lisis (1M Tris-HCl pH8, 0.5 M EDTA, 5 M NaCl, SDS y 2- 
mercaptoetanol). A continuación se extrajo el ADN con fenol/cloroformo/isoamílico y 
cloroformo/isoamílico, se concentró con acetato de sodio 3M y etanol, realizándose 
lavados con etanol al 70% para purificar y eliminar posibles impurezas. Este ADN se 
sometió a una amplificación por PCR con los cebadores ITS4 e ITS5 que amplifican 
una región conservada del genoma fúngico. El ciclo de PCR utilizado fue el siguiente: 
95ºC durante 3 minutos; 30 ciclos de 56ºC durante 30 segundos (temperatura de 
anillamiento), 72ºC durante 2 minutos y 95ºC durante 30 segundos, y finalmente a 72ºC 
durante 10 minutos, conservándose posteriormente las muestras en el termociclador a 
4ºC hasta su recogida. Una vez comprobado por electroforesis (gel de agarosa al 1% en 
buffer TAE: 0.04M Tris-Acetato, 0.001M EDTA) el tamaño de banda amplificado, y la 
concentración de este ADN medido en un nanodrop “nd-1000” (Thermo Scientific, 
Wilmington, USA), se realizaron las diluciones oportunas y se enviaron las muestras a 
la Unidad de Genómica del SCAI de la UCO para su secuenciación. Definido el perfil, 
se estudió la secuencia con el programa “Chromas” y posteriormente se introdujo la 
secuencia en la base de datos “Blast” para encontrar porcentajes de similitud con otros 
organismos secuenciados e incluidos en esta base de datos. De esta forma y apoyado por 
los métodos de identificación tradicionales se determinó el género y especie de los 
aislados fúngicos obtenidos. 
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Estudio  de patogenicidad 
Test patogenicidad sobre plantas de lupino 
Para realizar un screening previo de patogenicidad de los aislados obtenidos en campo, 
se utilizaron plantas de Lupinus luteus L. como planta modelo herbácea de rápido 
crecimiento vegetativo (Uetake et al., 2001). Tras previa germinación de las semillas de 
lupino y siembra en SL, se inocularon a las tres semanas con semillas de trigo (3,75 g/L 
sustrato) colonizadas con cada uno de los aislados fúngicos a testar (Sztejnberg y 
Madar, 1980). Se realizaron observaciones semanales de la sintomatología aérea de las 
plantas durante un mes, diferenciando los aislados no patogénicos y patogénicos en 
lupino, según presentaran planta sana o muerta al final del experimento, 
respectivamente, con el consiguiente aislamiento de los aislados patogénicos en medio 
de cultivo PDA. Se utilizaron 8 repeticiones por aislado. 
 
Test patogenicidad sobre plantas de aguacate 
No obstante la presencia o ausencia de patogenicidad de los aislados en plantas de 
lupino, se confirmó también en plantas de aguacate. cv. Topa-Topa de tres meses de 
edad, crecidas en SL e inoculadas con trigo colonizado con cada uno de los aislados, 
utilizando la misma metodología descrita en el apartado anterior. Se utilizaron 4 
repeticiones por aislado. 
 
4.1.2. Estudio de biocontrol de aislados no patogénicos  
Para evaluar el potencial biocontrol sobre la PB de los aislados no patogénicos 
obtenidos, se utilizaron plantas de aguacate cv. Topa-Topa de cuatro meses de edad 
crecidas en SL. Estas se inocularon previamente con trigo (6 g/L sustrato) colonizado 
por cada uno de los aislados no patogénicos seleccionados en los experimentos sobre 
lupino y posteriormente sobre aguacate. Pasados 15 días se volvieron a inocular con el 
aislado patogénico Rn400 colonizando trigo estéril (2 g/L sustrato). Y transcurridos 15 
días más se reinocularon con su respectivo aislado no patogénico (6 g/L). Se utilizaron 
dos controles negativos (plantas sin inocular y plantas inoculadas con el aislado no 
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patogénico) y uno positivo (plantas inoculadas con el aislado patogénico Rn400). Se 
realizaron dos lecturas semanales de síntomas aéreos de las plantas, durante un mes, 
según la escala de síntomas de 1 a 5 hasta que todas las plantas control positivo 
murieron, calculándose finalmente el ABCPES. 
 
4.1.3. Análisis estadístico de los datos 
Para el análisis estadístico de los datos del ABCPES, se utilizó el programa “Statistix 
9”, realizando un ANOVA completamente al azar. En caso de existir diferencias 
significativas las medias de los tratamientos se compararon utilizando el test LSD de 
Fisher en función de la significación (P < 0.05) (Steel y Torrie, 1985). 
 
4.1.4. Estudio de los posibles mecanismos de la acción de biocontrol de los aislados 
fúngicos sobre la podredumbre blanca del aguacate 
Considerando que la acción de biocontrol de los aislados no patogénicos ensayados 
podría deberse a diferentes causas, se planteó analizar la presencia en ellos de micovirus 
(como posible responsable de hipovirulencia) y estudiar la compatibilidad vegetativa 
entre aislados patogénicos y no patogénicos por su posible transfección del factor de 
hipovirulencia entre ellos.  
 
Estudio de presencia de segmentos de ARNdc 
Para determinar si el efecto de biocontrol de los aislados no patogénicos seleccionados 
pudiera deberse a que estuvieran infectados por micovirus (hipovirus), y que pudieran 
transferir el factor de hipovirulencia a los patogénicos, se procedió a determinar la 
posible presencia de algunos segmentos de ARNdc en los aislados obtenidos. Para la 
extracción de ARNdc, se trituró el micelio liofilizado en un mortero, extrayéndose a 
continuación los ácidos nucleicos contenidos en él con buffer de extracción STE (0.1 M 
NaCl, 0.05 M Tris, 0.001 M EDTA), fenol, SDS y bentonita. Esta suspensión se ajustó 
al 16 % de etanol para incorporarlo a una columna de celulosa (Sigma C6288) en la que 
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quedaron adheridas selectivamente las moléculas de ARNdc. Después de varios lavados 
con etanol estas moléculas se desprendieron de la matriz en el último lavado con medio 
STE, para precipitarse con acetato de sodio 3 M y etanol. Finalmente se disolvieron las 
moléculas de ARNdc en agua libre de ARNasas y se comprobó la presencia de estas 
moléculas mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% en tampón TAE. 
 
Estudio in vitro de la compatibilidad vegetativa entre aislados no patogénicos y un 
aislado patogénico de R. necatrix 
Para determinar la compatibilidad entre aislados no patogénicos (seleccionados por su 
efecto de biocontrol debido a la presencia de ARNdc) y el patogénico de R. necatrix,  en 
orden a una futura transfección de micovirus entre ellos y consiguiente hipovirulencia, 
se realizaron cultivos duales. Para ello se colocaron discos de micelio del aislado no 
patogénico y del patogénico separados entre sí 3 cm dentro de una placa de Petri con 
PDA (Fig. 50), incubándose a 24 ºC en oscuridad durante dos meses.  
Figura 50. Disposición de discos de micelio fúngico en PDA para cultivos duales. 
 
Transcurridos los dos meses se observó el crecimiento fúngico de las colonias, 
determinando la presencia o ausencia de barreras de incompatibilidad (BI) y definiendo 
los aislados que pertenecían al mismo grupo de compatibilidad vegetativa (GCV) con 
ausencia de BI. 
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4.2. Resultados 
4.2.1. Obtención, identificación y patogenicidad de aislados fúngicos procedentes 
de  muestreos de campo 
Obtención e identificación 
Se obtuvieron un total de 79 aislados fúngicos (entre otros Fusarium oxysporum, 
Fusarium solani, Trichoderma sp., Pythium vexam,..) y se seleccionaron 40 de ellos, 
que infectaban o parasitaban saprofiticamente los brotes de aguacate extraídos y cuyas 
colonias en PDA eran iguales ó similares a las de R. necatrix (Tabla 15). Tras 
observaciones de sus características morfológicas in vitro y posterior secuenciación e 
identificación (mediante técnica de PCR) se identificaron 19 aislados como R. necatrix 
(Fig. 51 A) y 21 aislados pertenecientes al género Entoleuca sp.  (Fig. 51 B), un género 
próximo a R. necatrix e incluido en uno de los dos clados definidos para especies de 
Rosellinia por Peláez et al., (2008).  
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Tabla 15. Aislados de R. necatrix y Entoleuca sp. obtenidos en las prospecciones de 
campo.  
Aislado Procedencia Año de aislamiento Género/ Especie 
Rn95-12 El Rincón (Málaga) 2013 R. necatrix 
Rn95-16  2013 R. necatrix 
E97-9  2013 Entoleuca sp. 
Rn97-11  2013 R. necatrix 
E97-14  2013 Entoleuca sp. 
Rn97-16  2013 R. necatrix 
E102-4 Torrox (Málaga) 2013 Entoleuca sp. 
Rn102-13  2013 R. necatrix 
Rn103-7  2012 R. necatrix 
Rn103-16  2012 R. necatrix 
E104-10  2013 Entoleuca sp. 
E106-4  2012 Entoleuca sp. 
Rn106-11  2013 Entoleuca sp. 
E106-14  2013 Entoleuca sp. 
E107-7  2012 Entoleuca sp. 
E107-12  2013 Entoleuca sp. 
E107-13  2013 Entoleuca sp. 
E117-4  2013 Entoleuca sp. 
E117-7  2013 Entoleuca sp. 
E118-7  2013 Entoleuca sp. 
Rn118-8  2013 R. necatrix 
E108-1 Vélez (Málaga) 2013 Entoleuca sp. 
E108-8  2013 Entoleuca sp. 
Rn108-10  2012 R. necatrix 
Rn108-11  2012 R. necatrix 
Rn108-15  2013 R. necatrix 
E110-1  2013 Entoleuca sp. 
E110-15 R  2012 Entoleucasp. 
Rn110-15 N  2012 R. necatrix 
Rn110-16  2013 R. necatrix 
E112-4  2013 Entoleuca sp. 
E112-8  2013 Entoleuca sp. 
Rn114-4  2013 R. necatrix 
Rn114-5  2013 Entoleuca sp. 
Rn114-13  2013 R. necatrix 
Rn114-15 R  2013 R. necatrix 
E114-15 CH  2013 Entoleuca sp. 
Rn114-16  2012 R. necatrix 
E115-14 Benamargosa (Málaga) 2013 Entoleuca sp. 
E115-15  2013 Entoleuca sp. 
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Figura 51. Colonias fúngicas típicas de diferentes aislados de R. necatrix (A) y 
Entoleuca sp. (B) a los 5 días de la siembra en PDA.  
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En la Figura 52 se muestran 6 representantes de nuestros aislados de Entoleuca sp. 
(E97-14, E107-13, E112-4, E115-15, E117-7 y E118-7), junto con otros aislados 
cercanos evolutivamente. Dicho árbol se realizó con el programa “Bioedit”.  
Puede observarse que el grupo más cercano evolutivamente a nuestros aislados está 
definido como Entoleuca sp., mientras que R. necatrix está más alejado que otros 
reprentantes como Conioriella hispanica, Coniolariella macrothecia, Coniolariella 
gamsii, Rosellinia australis y Rosellinia limonispora. Por el contrario, se encuentran 
estos 6 aislados más cercanos evolutivamente a R. necatrix, que a Entoleuca mammata. 
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Figura 52. Árbol filogenético de R. necatrix y Entoleuca sp.   
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Se observaron pequeñas diferencias entre los dos géneros fúngicos obtenidos, en cuanto 
a sus características morfológicas y puntos de infección en plantas de aguacate. 
La colonia de R. necatrix crecida en PDA tiene el borde lobulado y distinta intensidad 
en los radios miceliares (Fig. 51 A). En la observación microscópica de su micelio el 
diámetro de hifa es bastante homogéneo en nuestros aislados (Fig. 53 A), oscilando 
entre 2,21 y 4,67 μm (en un total de 21 medidas del mismo número de preparaciones) y 
se observan característicos hinchazones periformes de las hifas antes de los septos (Fig. 
53 B) con escasos puentes hifales. Los puntos de infección en las plantas de aguacate se 
localizan en el cuello de la planta (Fig. 54 A) y en  raíces gruesas de 1 ó 2 cm (Fig. 54 
B) aislándose fácilmente de estos puntos  (Fig. 54 C), pero no en raíces alimenticias. 
En cambio las colonias de Entoleuca sp. en PDA tiene el borde palmeado, la densidad 
de su micelio es homogénea (no se forman radios de distinta densidad como en R. 
necatrix) (Fig. 51 B). Al microscopio óptico el diámetro de su hifa tiene un rango  más 
amplio de variación, oscilando entre 1,23-6,14 μm (en un totsal de 34 medidas del 
mismo número de preparaciones) (Fig. 53 C) y se observan hinchazones de sus hifas 
antes de los septos con forma achatada (no en forma de pera como en R. necatrix)  (Fig. 
53 D), degradándose esta fácilmente (Fig. 53 E) y con presencia de puentes hifales (Fig. 
53 C, D y E). Los puntos de  infección de Entoleuca sp. se localizan en raíces finas 
alimenticias de dónde se aisla fácilmente (Fig. 54 D) al contrario que R. necatrix (Fig. 
54 E). 
Ambos géneros no esporulan in vitro y presentan melanización de sus colonias en 
cultivos envejecidos en PDA.  
Figura 53. Micelios típicos de R. necatrix y Entoleuca sp. al microscopio óptico (x40). 
Aislado Rn400 de R. necatrix; A: Hifas representativas, B: hinchazones periformes. 
Aislado E-108 de Entoleuca sp.; C: Hifas representativas, D: hinchazones achatados y 
puentes hifales, E: puentes hifales y disgregación del micelio. 
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Figura 54. Puntos de infección en plantas de aguacate y crecimiento en PDA de R. 
necatrix y Entoleuca sp. a partir de trozos de raíces gruesas y de alimenticias de 
aguacate, respectivamente. A: Colonización de R. necatrix en cuello de planta, B: raíz 
gruesa colonizada por R. necatrix. C: Colonia de R. necatrix aislada de raíz gruesa,. D: 
Colonización de Entoleuca sp. en raíz fina, E: Aislamiento de Entoleuca sp. a partir de 
raíz fina.  
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Estudio  de patogenicidad 
Test patogenicidad de R. necatrix sobre plantas de lupino y aguacate 
La inoculación artificial de los 19 aislados de R. necatrix, recuperados de brotes de 
aguacate enterrados en suelo de árboles escape, sobre plantas de lupino de tres semanas 
de edad (Fig. 55) y posteriormente en plantas de aguacate de 3 meses de edad, pusieron 
de manifiesto la patogenicidad en todos ellos.  
Figura 55. Plantas de lupino control y plantas  inoculadas con aislados de R. necatrix a 
los 30  días de la inoculación. 
 
 
Test patogenicidad de Entoleuca sp. sobre plantas de lupino y aguacate 
Los 21 aislados de Entoleuca sp., recuperados de brotes de aguacate enterrados en suelo 
de árboles escape e inoculados, sobre plantas de lupino de tres semanas de edad y 
posteriormente en plantas de aguacate de 3 meses de edad, pusieron de manifiesto la no 
patogenicidad de todos ellos en ambos posibles huéspedes. A los 30 días todas las 
plantas control inoculadas con el aislado patogénico Rn400 murieron mientras que las 
plantas inoculadas con los aislados de Entoleuca sp. vegetaban normalmente y no hubo 
una muerte posterior (Fig. 56).  
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Figura 56. Desarrollo de plantas de aguacate de tres meses de edad a los 40 días de la 
inoculación con aislados de Entoleuca sp. 
 
 
4.2.2. Estudio de biocontrol de aislados no patogénicos 
Dado que no se encontró ningún aislado de R. necatrix no patogénico, los aislados 
ensayados en las pruebas de biocontrol sobre plantas de aguacate fueron todos 
pertenecientes al género Entoleuca sp. Tras el análisis estadístico de los resultados se 
puso de manifiesto que existían diferencias significativas (F=5.99; df= 21,72; P<0.05) 
(Anejo A10), entre los diferentes aislados ensayados. Tras realizar una comparación de 
las medias de los tratamientos utilizando el test LSD de Fisher en función de la 
significación (P < 0.05) se observó que el progreso de la enfermedad era igual en el 
control Rn400 con respecto a tres aislados de Entoleuca sp., E110-15R, E101-7 y E107-
13 no ejerciendo estos efecto de biocontrol sobre la PB. Sin embargo, el resto de los 
aislados de Entoleuca sp. ensayados (E118-7, E112-4, E107-12, E112-8, E108-8, E97-
9, E106-4, E97-14, E110-1, E115-15, E117-7, E114-15CH, E104-10, E106-14, E102-4, 
E115-14, E117-4, E108-1) ejercieron un efecto de biocontrol, ralentizando 
significativamente el desarrollo de la enfermedad en las inoculaciones conjuntas con el 
aislado patogénico Rn400 y siendo los más efectivos los aislados E117-4 y E108-1, que 
retrasaron ostensiblemente la aparición de síntomas en las plantas inoculadas hasta los 
42 días de la inoculación (Fig. 57). Lo cual define estos dos últimos aislados como 
potenciales ABC de la PB del aguacate. 
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Figura 57. Progreso de la podredumbre blanca en plantas de aguacate inoculadas conjuntamente con Rn400 y diferentes aislados no patogénicos 
de Entoleuca sp. 
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4.2.4. Estudio de los posibles mecanismos de la acción de biocontrol de los aislados 
fúngicos sobre la podredumbre blanca del aguacate 
Detección de segmentos de ARNdc 
Se estudió la presencia de segmentos de ARNdc en los 40 aislados obtenidos de campo 
(19 aislados patogénicos de R. necatrix y 21 no patogénicos de Entoleuca sp.). Sólo se 
detectó presencia de segmentos de ARNdc (micovirus) en el aislado de R. necatrix 
Rn95-16, y en 10 aislados de Entoleuca sp., E97-9,  E97-14, E104-10,  E107-12, E107-
13, E110-1, E112-4, E112-8, E115-15 y E117-4 (Fig. 58), nueve de ellos con efecto de 
biocontrol. Siendo pues, la frecuencia de presencia de micovirus en los aislados de R. 
necatrix del 5% frente al 48%  de los de Entoleuca sp.  
Figura 58. Patrón de bandas obtenido para los aislados ARNdc positivo. En el primer 
carril se utiliza el marcador de peso molecular λ Hind-III. Las flechas rojas indican 
presencia de segmentos de ARNdc.  
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Estudio in vitro de la compatibilidad vegetativa entre aislados no patogénicos y el 
patogénico  Rn400 
Tras 2 meses de incubación de los 9 cultivos duales en placas de PDA entre aislados de 
Entoleuca sp. con efecto de biocontrol y ARNdc positivos (E97-9, E97-14, E104-10, 
E107-12, E110-1, E112-4, E112-8, E115-15 y E117-4), y  el aislado patogénico Rn400, 
se observó la existencia de compatibilidad vegetativa sólo en el caso de los aislados 
E97-14 y E107-12, pudiendo existir transfección de hipovirulencia al aislado 
patogénico. En el resto de los casos se formaban BI, luego pertenecen a distintos GCV y 
por lo tanto no podría darse en principio anastomosis entre sus hifas con la consiguiente 
ausencia de transfección de material genético (Fig. 59).  
Estos resultados presentan a los aislados E 97-14 y E107-12 con posible doble 
mecanismo de control, uno como ABC directo sobre el patógeno o por competencia por 
nutrientes y espacio,  y otro como capaz de transferir el factor de hipovirulencia a 
aislados patogénicos de R. necatrix compatibles.  
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Figura 59. Barreras de incompatibilidad en cultivos duales (anverso y reverso) de 
aislados de Entoleuca sp., y el aislado patogénico Rn400 de R. necatrix.  
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4.3. Discusión.  
En nuestro estudio ninguno de los 19 aislados de R. necatrix recuperados resultó ser “no 
patogénico”, a pesar de utilizar brotes trampa (típico nicho de aislados hipovirulentos de 
R. necatrix) tal como utilizó Eguchi et al. (2009) para seleccionar aislados no 
patogenicos de R. necatrix creciendo como saprófitos en tallos de morera enterrados en 
suelo. Esto pone de manifiesto que la frecuencia de aislados no patogénicos en suelo de 
plantaciones con árboles escape de aguacate de la costa sur de España parece ser muy 
baja, como citaron Ruano-Rosa et al. (2010), encontrando tan sólo 2 aislados no 
patogénicos de 300 aislados de R. necatrix recolectados en plantaciones de aguacate de 
la zona. Asimismo Ikeda et al. (2005), sólo encontró un porcentaje del 5.5% en 
plantaciones de peral japonesas. 
Los aislados de R. necatrix que resultaron patogénicos en lupino también lo fueron en 
aguacate, al igual que los no patogénicos de Entoleuca sp., en lupino tampoco lo fueron 
en aguacate. Esto indica que lupino es una planta modelo ideal de rápido crecimiento y 
de alta susceptibilidad a la infección por R. necatrix para desarrollar tests previos de 
patogenicidad tanto de aislados de  R. necatrix (Uetake et al., 2001), como de Entoleuca 
sp. 
En nuestro estudio se encontraron hongos no patogénicos afines a R. necatrix 
identificados como pertenecientes al género Entoleuca sp., creciendo y conviviendo con 
aislados de R. necatrix patogénicos en la rizosfera de árboles “escape”. Este género está  
poco estudiado como agente de biocontrol, aunque si está más definida su taxonomía. 
Pertenece a la familia de hongos Xylariaceae, al igual que el género Rosellinia. Peláez 
et al., (2008) mediante estudios moleculares de las secuencias ITS de 100 aislados 
pertenecientes a 62 taxones dentro de 15 géneros de la Xylariaceae, agruparon las 
especies de Rosellinia en dos clados bien definidos. Uno de ellos contenía R. necatrix, 
R. arcuata y R. buxi, generalmente mezclado con Xylaria spp. El segundo incluía R. 
subiculata, R. australis, R. corticium y Entoleuca mammata, y ocasionalmente R. pepo. 
Sin embargo, teniendo en cuenta el origen polifilético de Rosellinia, no sería 
recomendable ampliar el concepto del género para incluir E. mammata, ya que esto 
añadiría más confusión a un género ya suficientemente confuso. De hecho en nuestro 
árbol filogenético, los aislados analizados se encuentran alejados de E. mammata y más 
cercanos a R. necatrix. Los dos géneros parecen estar muy cercanos evolutivamente, 
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incluso se cree que alguna especie identificadas como del género Entoleuca, debería ser 
realmente perteneciente al género Rosellinia. Por tanto estamos ante aislados de un 
género próximo a Rosellinia, con pequeñas diferencias entre ambos en cuanto a sus 
características morfológicas in vitro y sus puntos de infección en plantas de aguacate, y 
no patogénicos en plantas de aguacate. 
Tras el estudio in vivo de biocontrol en plantas de aguacate, se seleccionaron los 
aislados de Entoleuca sp. E118-7, E112-4, E107-12, E112-8, E108-8, E97-9, E106-4, 
E97-14, E110-1, E115-15, E117-7, E114-15CH, E104-10, E106-14, E102-4, E115-14, 
E117-4, E108-1, por poseer un efecto de biocontrol sobre la PB significativamente 
diferente del control inoculado solamente con el aislado patogénico de R. necatrix. 
Entoleuca sp. parece ser de gran interés como potencial ABC puesto que de los aislados 
citados, dos de ellos E117-4 y E108-1 se presentan como buenos ABC pues consiguen 
retrasar en más de 40 días la aparición de síntomas de la enfermedad. Estos potenciales 
ABC podrían ser integrados dentro de un control integrado junto con  métodos 
culturales, físicos (López Herrera et al., 1998; 1999), biológicos (Ruano Rosa et al., 
2009; Ruano Rosa y López Herrera, 2010) y químicos (López Herrera y Zea Bonilla, 
2007), aumentando la eficiencia de los tratamientos de la enfermedad, en aguacate.  
Algunos autores apuntan que el efecto de biocontrol de ciertos hongos podría ser 
inducido por presencia de ARNdc que sería transmitido de un aislado no patogénico al 
patogénico disminuyéndose su virulencia como se ha citado para Botrytis cinerea 
(Potgieter et al., 2013; Cao et al 2011), Alternaria alternata (Aoki et al., 2009; Fuke et 
al., 2011) y Fusarium (Darissa et al., 2012; Kyung-Mi et al., 2011). En cuanto al 
patosistema R. necatrix- manzano investigadores japoneses han detectado ARNdc, 
probablemente derivado de un nuevo miembro de la familia Reovidae (virus de hongos) 
en un aislado hipovirulento W370 de R. necatrix (Osaki et al., 2002). Posteriormente 
Kanematsu et al., (2004) atribuyó a ese ARNdc la hipovirulencia del aislado de R. 
necatrix; y  estudios posteriores han profundizado en el conocimiento a nivel molecular 
de ARNdc obtenido de aislados no patogénicos de R. necatrix (Sasaki et al., 2005). 
En nuestro investigación sólo se ha encontrado un aislado (95-16) de R. necatrix con 
presencia de ARNdc, siendo la frecuencia de ARNdc en los aislados de R. necatrix 
recuperados, de tan sólo el 5%, frente al 48% en Entoleuca sp. Estos porcentajes 
sugieren que Entoleuca sp. podría comportarse como un gran sumidero de micovirus, 
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pudiendo transferirse a aislados patogénicos de R. necatrix, en los casos en que exista 
compatibilidad vegetativa. De hecho se ha obtenido compatibilidad vegetativa entre dos  
aislados de Entoleuca  E97-14 y E107-12 potenciales ABC y otro patogénico Rn 400 de 
R. necatrix, lo que implicaría un doble control biológico de la PB del aguacate con estos 
aislados al actuar como ABC a la vez que  transmitir  hipovirulencia al aislado 
patogénico de R. necatrix. No obstante sería necesario un estudio profundo para definir 
que segmentos de ARNdc (micovirus) encontramos en nuestros aislados de Entoleuca 
sp., y cuales de ellos (hipovirus) podrían conferir hipovirulencia al ser trasmitidos a 
otros aislados de R. necatrix, pertenecientes al mismo GCV. 
Aunque para que exista transfección horizontal de material genético entre aislados 
distintos es necesario la anastomosis de sus hifas compatibles, si pertenecen al mismo 
GCV, sin embargo en algunos casos también se ha demostrado esta transfección entre 
hifas incompatibles (Yaegashi et al., 2013; Ishikawa et al., 2012). Esto amplia las 
posibilidades de biocontrol de nuestros aislados de Entoleuca infectados con micovirus 
con diferentes segmentos de ARNdc, al poder transmitir hipovirulencia (mediante 
ARNdc) a aislados patogénicos de R. necatrix y no vegetativamente compatibles con 
ellos. Por otra parte, el hecho de que los aislados de Entoleuca sp. estudiados formen BI 
con el aislado Rn400 ensayado, no significa que las formen con otros aislados de R. 
necatrix, por lo que sería necesario un estudio más completo con distintos aislados de la 
población  del patógeno en el cultivo del aguacate, para establecer GCV entre Entoleuca 
sp. y R. necatrix.  
Los aislados de Entoleuca E97-14 y E107-12 poseen efecto de biocontrol sobre la PB, 
presencia de ARNdc y pertenecen al mismo GCV que el aislado patogénico Rn400, sin 
embargo el resto de aislados forman barreras de incompatibilidad con Rn400. Por tanto, 
E97-14 y E107-12, son los candidatos ideales a usar en estudios posteriores para 
discernir que fragmentos de ARNdc son los que podrían transmitir hipovirulencia a 
aislados patogénicos de R. necatrix. 
No siempre la presencia de ARNdc implica hipovirulencia, puesto que hemos obtenido 
un aislado (95-16) de R. necatrix con ARNdc y sin embargo es patogénico al igual que 
se ha confirmado  que muchos de los virus podrían no afectar a la patogénesis del hongo 
parasitado por el micovirus para otros huéspedes como manzano y peral (Ikeda et al., 
2005) y para otros hongos como Rhizoctonia y Cryphonectria parasitica en castaño 
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(Bissegger et al., 1996). Además el hecho de la existencia de segmentos de ARNdc que 
no afectan a la patogenicidad del hongo, podría estar apoyado por lo que sucede con el 
aislado de Entoleuca E107-13, que posee ARNdc pero no ejerce efecto de biocontrol 
sobre la PB, luego el o los micovirus que lo infectan en caso de ser trasmitidos a R. 
necatrix no han disminuido su virulencia. 
En resumen, se han detectado en “árboles escape” de campo aislados no patogénicos del 
género Entoleuca sp., poco estudiado hasta el momento, que se presenta como un nuevo 
ABC de la PB del aguacate, siendo los más interesantes los aislados E117-4 y E108-1 
por su intensa acción de biocontrol directa, y los aislados E97-14 y E107-12 (infectados 
por micovirus (ARNdc))  como candidatos donadores de factores de hipovirulencia. La 
transmisión de alguno de estos mediante transfección hifal entre cepas patogénicas de R. 
necatrix compatibles o incompatibles con Entoleuca sp. podría generar un efecto de 
biocontrol ejercido por estos hongos al transmitir hipovirulencia entre estas cepas no 
patogénicas y patogénicas de estos géneros. Con este hallazgo se sientan las bases de 
una nueva línea de investigación de utilización del género Entoleuca como agente de 
biocontrol de la podredumbre blanca del aguacate.  
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1) Se ha demostrado que Rosellinia necatrix no invade el sistema vascular de la planta 
de aguacate al no detectarse en aislamientos de tallo ni en análisis moleculares de PCR 
en hojas, definiéndose la raíz como punto de actuación para el biocontrol de la 
podredumbre blanca.  
2) Las toxinas generadas por R. necatrix probablemente se transloquen desde la raíz a la 
parte aérea de las plantas de aguacate y contribuyan, junto con el colapso de los vasos 
conductores en las raíces, a la marchitez y muerte de la planta de aguacate, pues 
disminuyen la eficiencia fotosintética constatada por un incremento de emisión de 
fluorescencia en hojas.  
3) Los aislados de Trichoderma spp. ensayados generaron cinco metabolitos diferentes 
6PP, dehidroharzionalide, harzianolide, t-39 butenolide y cerinolactona. Este último ha 
sido descubierto  como  un nuevo metabolito generado por T. cerinum no descrito 
anteriormente.  
4) Los cinco metabolitos de Trichoderma spp. obtenidos tienen un efecto de biocontrol 
sobre aislados de R. necatrix sobre todo a dosis altas de 200 µg, destacándose 6PP y 
harzianolide generados por T. atroviride y T. cerinum respectivamente, como posibles 
candidatos para controlar la podredumbre blancadel aguacate. 
5) Se han obtenido aislados transformantes de Trichoderma atroviride, T. harzianum  y 
T .virens mediante cotransformación con los plásmidos PAN7-1 y pPgpd-dsRed, que se 
han utilizado para visualizar el posible micoparasitismo entre Trichoderma spp. y R. 
necatrix, dado que no se han observado diferencias significativas de la velocidad de 
crecimiento in vitro y efecto de biocontrol sobre la podredumbre blanca, entre los 
aislados silvestres y sus correspondientes transformantes.  
6) Se ha detectado un micoparasitismo incipiente de dosaislados CH 101 y CH 304 de 
T. atroviride;, y uno CH 296 de T. cerinumsobre R. necatrix, al observarse paralelismo 
entre sus hifas en los cultivos duales realizados. 
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6) Se  propone a los aislados, CH 303 de T. virens  por su alta actividad quitinasa y a los 
aislados CH282b de Trichoderma sp.;  CH 314 y CH 316 de T. atroviride por su alta 
actividad glucanasa ambas inducidas en presencia de R. necatrix, como potenciales 
agentes de control biológico de la podredumbre blanca del aguacate. 
7) Se ha observado que la frecuencia de aislados no patogénicos de R. necatrix en los 
suelos de plantaciones de aguacate de la costa sur de España es muy bajo o nulo, 
sugiriendo que el posible biocontrol de la enfermedad  con aislados no patogénicos  
pueda ser atribuido  a otro género de hongos afines a esta especie y  habitantes de suelo 
en este cultivo.   
8) Se han obtenido como nuevos agentes de biocontrol de la PB del aguacate, a cuatro 
aislados del género Entoleuca sp. muy cercano evolutivamente a R. necatrix, y 
cohabitantes con él en el cultivo del aguacate. Dos de ellos E 117-4 y E 108-1 con 
acción de biocontrol directa y los otros dos E 97-14 y E-107-12 adicionalmente 
infectados por micovirus (ARNdc), como también posibles donantes de hipovirulencia a 
través de transfección hifal con cepas vegetativamente compatibles de R. necatrix. 
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ANEJO I: ANÁLISIS ESTADÍSTICO  
 
CAPÍTULO 1 
A1. Efecto de las toxinas sobre plantas de aguacate 
Comprobación de fluorescencia previa en los 6 grupos de plantas a someter a cada 
tratamiento antes de la realización del experimento 
Análisis de la varianza 
Source        DF          SS              MS           F        P 
Tratamien    5        616302          123260    0.25   0.9384 
Error           42      2.086E+07      496598 
Total           47      2.147E+07 
 
Grand Mean 2883.5    CV 24.44 
Tratamien    Mean 
        1            2761.5 
        2            2913.4 
        3            2866.7 
        4            3089.3 
        5            2918.3 
        6            2751.6 
 
Observations per Mean            8 
Standard Error of a Mean    249.15 
Std Error (Diff of 2 Means) 352.35 
 
Análisis a los 4 días de la primera inoculación 
Análisis de la varianza 
Source         DF   SS               MS           F        P 
Tratamien    5     2023247      404649    2.50   0.0417 
Error           54    8747872      161998 
Total           59   1.077E+07 
 
Grand Mean 2743.6    CV 14.67 
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Tratamien      N    Mean      SE 
Control           10  2387.5     127.28 
Patógeno         6   2846.5     164.32 
Filtrado           4   2491.0     201.24 
DosisBaja      12   2806.3     116.19 
DosisMedia   15   2884.8     103.92 
DosisAlta       13  2826.9     111.63 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Tratamien     Mean       Homogeneous Groups 
DosisMedia   2884.8      A 
Patógeno        2846.5     A 
DosisAlta       2826.9     A 
DosisBaja      2806.3     A 
Filtrado          2491.0     AB 
Control           2387.5        B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  152.52 TO 259.81 
Critical T Value  2,005     Critical Value for Comparison  305.78 TO 520.88 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 
Análisis a los 8 días de la primera inoculación 
Análisis de la varianza 
Source         DF          SS                MS          F        P 
Tratamien    4            3720965       930241    3.49   0.0124 
Error            61          1.626E+07   266539 
Total            65          1.998E+07 
 
Grand Mean 3285.2    CV 15.71 
Tratamien    N    Mean      SE 
Control         15  2 903.9    133.30 
Filtrado         4   3543.5      258.14 
D. baja         13   3255.5     143.19 
D. media      18   3549.3     121.69 
D. alta          16   3305.2     129.07 
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Análisis de la media (LSD)  
Tratamien    Mean  Homogeneous Groups 
D. media   3549.3  A 
Filtrado   3543.5  A 
D. alta    3305.2  A 
D. baja    3255.5  AB 
Control    2903.9   B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  177.39 TO 295.19 
Critical T Value  2,000     Critical Value for Comparison  354.71 TO 590.27 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 
Análisis a los 12 días de la primera inoculación 
Análisis de la varianza 
Source         DF          SS              MS         F        P 
Tratamien    5           256236        51247    0.25   0.9388 
Error            56        1.154E+07   206222 
Total       61   1.180E+07 
 
Grand Mean 2963.9    CV 15.32 
Tratamien   N    Mean      SE 
Control        14  3033.1     121.37 
D. baja         11  2879.1     136.92 
D. media      14  2948.7     121.37 
D. alta          13  2975.2     125.95 
 
 
Análisis a los 16 días de la primera inoculación 
Análisis de la varianza 
Source         DF          SS                MS          F        P 
Tratamien    5            2062993       412599    1.98   0.0984 
Error            50          1.043E+07   208760 
Total            55          1.250E+07 
 
Grand Mean 2728.7    CV 16.74 
Tratamien   N    Mean      SE 
Control        13   2539.3     126.72 
D. baja         10   2683.6     144.49 
D. media      11   2834.6     137.76 
D. alta          12   2637.8     131.90 
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Análisis a los 20 días de la primera inoculación 
Análisis de la varianza 
Source    DF         SS             MS          F        P 
Tratam    5          1296567   259313    1.78    0.1318 
Error       56         8155686  145637 
Total       61         9452253 
 
Grand Mean 2824.9    CV 13.51 
Tratam     N    Mean      SE 
Control     17    2848.4    92.56 
D. baja       7     2633.0   144.24 
D. media   15    2877.3   98.54 
D. alta       12    2999.7  110.17 
 
 
 
Análisis a los 4 días de la segunda inoculación 
Análisis de la varianza 
Source          DF          SS              MS          F        P 
Tratamien    3            1792375    597458    5.91   0.0021 
Error            38           3842740   101125 
Total            41           5635115 
 
Grand Mean 2814.1    CV 11.30 
Tratamien      N    Mean      SE 
Control           10   2637.3    100.56 
D. baja            8     2515.3    112.43 
D. media         12   3030.7    91.80 
D. alta             12   2944.0    91.80 
 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Tratamien    Mean     Homogeneous Groups 
D. media       3030.7    A 
D. alta           2944.0    A 
Control          2637.3       B 
D. baja          2515.3        B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  129.82 TO 150.84 
Critical T Value  2,024     Critical Value for Comparison  262.81 TO 305.36 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
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Análisis a los 8 días de la segunda inoculación 
Análisis de la varianza 
Source          DF          SS            MS           F        P 
Tratamien    3             2632649   877550    3.62   0.0238 
Error            31           7514151   242392 
Total            34          1.014E+07 
 
Grand Mean 2837.1    CV 17.35 
Tratamien   N    Mean       SE 
Control         9    2553.4     164.11 
D. baja          7    2524.7     186.08 
D. media      12   3123.2     142.12 
D. alta           7    3023.6     186.08 
 
 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Tratamien    Mean     Homogeneous Groups 
D. media       3123.2    A 
D. alta           3023.6    A 
Control          2553.4       B 
D. baja           2524.7       B 
 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  217.10 TO 263.16 
Critical T Value  2,040     Critical Value for Comparison  442.78 TO 536.72 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 
 
Análisis a los 12 días de la segunda inoculación 
Análisis de la varianza 
Source         DF        SS           MS           F        P 
Tratamien    3          365310   121770    2.42   0.0833 
Error            34       1712574    50370 
Total            37        2077885 
 
Grand Mean 2344.6    CV 9.57 
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Tratamien   N    Mean      SE 
Control        15   2294.1     57.948 
D. baja         6     2197.8     91.624 
D. media      9     2486.7     74.811 
D. alta          8     2389.6     79.349 
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CAPÍTULO 2 
A2. Efecto del acetato de etilo sobre el crecimiento del patógeno 
Análisis de la varianza 
Source    DF        SS            MS         F        P 
Dosis      1           5.11         5.1134    0.17   0.6807 
Error      106       3182.41   30.0228 
Total      107       3187.53 
 
Grand Mean 14.856    CV 36.88 
Dosis    Mean 
SD       15.074 
AcEt   14.639 
 
 
Observations per Mean           54 
Standard Error of a Mean    0.7456 
Std Error (Diff of 2 Means) 1.0545 
 
 
A3. Ensayos antifúngicos in vitro 
Metabolito 6PP 
Análisis de la varianza 
Source                DF        SS           MS            F           P 
Repeticio            5          0.2790     0.0558 
Aislado               8          7.3011     0.9126      14.60     0.0000 
Dosis                   3         49.5134   16.5045    264.00   0.0000 
Aislado*Dosis    24        6.2584    0.2608       4.17       0.0000 
Error                   175     10.9403    0.0625 
Total                   215 
 
Note: SS are marginal (type III) sums of squares 
Grand Mean 0.7230    CV 34.58 
Contrastes ortogonales 
Contrast Coefficients: -1 1 0 0 (Comparación dosis 0 y 50 μg) 
FOR Aislado = Rn10 
Contrast              0.4538         SS (Contrast)       0.6178 
Scheffe's F          0.41             P (Scheffe's F)     0.9936 
T-Statistic          3.14              P (T-Statistic)     0.0020 
SE (Contrast)     0.1444 
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FOR Aislado = Rn12 
Contrast              0.1792         SS (Contrast)       0.0964 
Scheffe's F          0.06             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic          1.24              P (T-Statistic)     0.2160 
SE (Contrast)     0.1444 
 
FOR Aislado = Rn17 
Contrast              1.3609         SS (Contrast)       5.5562 
Scheffe's F          3.70             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           9.43              P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn30 
Contrast              0.5921         SS (Contrast)       1.0516 
Scheffe's F          0.70             P (Scheffe's F)     0.8464 
T-Statistic           4.10             P (T-Statistic)     0.0001 
SE (Contrast)     0.1444 
 
FOR Aislado = Rn33 
Contrast              0.5748         SS (Contrast)        0.9911 
Scheffe's F          0.66             P (Scheffe's F)     0.8839 
T-Statistic          3.98              P (T-Statistic)      0.0001 
SE (Contrast)     0.1444 
 
FOR Aislado = Rn49 
Contrast              0.8088         SS (Contrast)       1.9623 
Scheffe's F         1.31             P (Scheffe's F)     0.1644 
T-Statistic          5.60              P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)     0.1444 
 
FOR Aislado = Rn50 
Contrast              1.2780         SS (Contrast)       4.8999 
Scheffe's F          3.27             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           8.85              P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn320 
Contrast              0.3304         SS (Contrast)       0.3274 
Scheffe's F          0.22             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           2.29             P (T-Statistic)     0.0233 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn400 
Contrast              1.1764         SS (Contrast)       4.1520 
Scheffe's F          2.77             P (Scheffe's F)     0.0001 
T-Statistic           8.15              P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
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Contrast Coefficients: -1 0 1 0 (Comparación dosis 0 y 100 μg) 
FOR Aislado = Rn10 
Contrast              0.8998         SS (Contrast)       2.4290 
Scheffe's F          1.62             P (Scheffe's F)     0.0415 
T-Statistic           6.23             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn12 
Contrast              0.3884         SS (Contrast)       0.4527 
Scheffe's F          0.30             P (Scheffe's F)     0.9995 
T-Statistic           2.69             P (T-Statistic)     0.0078 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn17 
Contrast              1.1531         SS (Contrast)       3.9893 
Scheffe's F          2.66             P (Scheffe's F)     0.0001 
T-Statistic           7.99             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn30 
Contrast              0.8134         SS (Contrast)       1.9848 
Scheffe's F          1.32             P (Scheffe's F)     0.1548 
T-Statistic           5.63             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn33 
Contrast              0.6957         SS (Contrast)       1.4520 
Scheffe's F          0.97             P (Scheffe's F)     0.5109 
T-Statistic           4.82             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn49 
Contrast              0.8256         SS (Contrast)       2.0448 
Scheffe's F          1.36             P (Scheffe's F)     0.1314 
T-Statistic           5.72             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn50 
Contrast              1.1187         SS (Contrast)       3.7543 
Scheffe's F          2.50             P (Scheffe's F)     0.0003 
T-Statistic           7.75             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn320 
Contrast              0.3755         SS (Contrast)       0.4231 
Scheffe's F          0.28             P (Scheffe's F)     0.9997 
T-Statistic           2.60             P (T-Statistic)     0.0101 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn400 
Contrast              0.8880         SS (Contrast)       2.3657 
Scheffe's F          1.58             P (Scheffe's F)     0.0507 
T-Statistic           6.15             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
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Contrast Coefficients: -1 0 0 1 (Comparación dosis 0 y 200 μg) 
FOR Aislado = Rn10 
Contrast              1.4622         SS (Contrast)       6.4140 
Scheffe's F          4.28             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           10.13           P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn12 
Contrast              1.3683         SS (Contrast)       5.6169 
Scheffe's F          3.74             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           9.48             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn17 
Contrast              1.5574         SS (Contrast)       7.2766 
Scheffe's F          4.85             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           10.79           P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn30 
Contrast              1.2795         SS (Contrast)       4.9113 
Scheffe's F          3.27             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           8.86             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn33 
Contrast              1.0829         SS (Contrast)       3.5179 
Scheffe's F          2.34             P (Scheffe's F)     0.0008 
T-Statistic           7.50            P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn49 
Contrast              1.3147         SS (Contrast)       5.1852 
Scheffe's F          3.46             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           9.11             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn50 
Contrast              1.4856         SS (Contrast)       6.6210 
Scheffe's F          4.41             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic          10.29            P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)     0.1444 
 
FOR Aislado = Rn320 
Contrast              1.2067         SS (Contrast)       4.3686 
Scheffe's F          2.91             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           8.36             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
 
FOR Aislado = Rn400 
Contrast              1.3583         SS (Contrast)       5.5350 
Scheffe's F          3.69             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           9.41             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1444 
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Metabolito harzianolide 
Análisis de la varianza 
Source               DF        SS             MS           F         P 
Repeticio            5          0.09858    0.01972 
Aislado               8         1.60730     0.20091    8.08    0.0000 
Dosis                  3          2.22736    0.74245    29.87   0.0000 
Aislado*Dosis  24         4.79107     0.19963    8.03    0.0000 
Error                 175        4.34960    0.02485 
Total                 215 
 
Note: SS are marginal (type III) sums of squares 
Grand Mean 0.1545    CV 102.02 
 
Contrastes ortogonales 
Contrast Coefficients: -1 1 0 0 (Comparación dosis 0 y 50 μg) 
FOR Aislado = Rn10 
Contrast              0.4900         SS (Contrast)       0.7202 
Scheffe's F          1.21              P (Scheffe's F)     0.2413 
T-Statistic           5.38              P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0910 
 
 
FOR Aislado = Rn12 
Contrast              0.0000         SS (Contrast)       0.0000 
Scheffe's F          0.00              P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.00              P (T-Statistic)     1.0000 
SE (Contrast)      0.0910 
 
 
FOR Aislado = Rn17 
Contrast               0.2199         SS (Contrast)       0.1450 
Scheffe's F          0.24              P (Scheffe's F)     0.9999 
T-Statistic           2.42              P (T-Statistic)     0.0167 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn30 
Contrast              0.0755         SS (Contrast)       0.0171 
Scheffe's F          0.03             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.83             P (T-Statistic)     0.4080 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn33 
Contrast              0.0297         SS (Contrast)     2.64E-03 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.33             P (T-Statistic)     0.7447 
SE (Contrast)      0.0910 
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FOR Aislado = Rn49 
Contrast              0.0425         SS (Contrast)     5.43E-03 
Scheffe's F          0.01             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.47             P (T-Statistic)     0.6409 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn50 
Contrast              0.3717         SS (Contrast)       0.4145 
Scheffe's F          0.69             P (Scheffe's F)     0.8525 
T-Statistic           4.08             P (T-Statistic)     0.0001 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn320 
Contrast               0.0000         SS (Contrast)       0.0000 
Scheffe's F          0.00              P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.00              P (T-Statistic)     1.0000 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn400 
Contrast              0.0109         SS (Contrast)     3.54E-04 
Scheffe's F          0.00              P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.12              P (T-Statistic)     0.9052 
SE (Contrast)      0.0910 
 
Contrast Coefficients: -1 0 1 0 (Comparación dosis 0 y 100 μg) 
FOR Aislado = Rn10 
Contrast              0.5472         SS (Contrast)       0.8983 
Scheffe's F          1.51             P (Scheffe's F)     0.0704 
T-Statistic           6.01             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0910 
 
 
FOR Aislado = Rn12 
Contrast              0.2680         SS (Contrast)       0.2155 
Scheffe's F          0.36              P (Scheffe's F)     0.9976 
T-Statistic           2.94              P (T-Statistic)     0.0037 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn17 
Contrast              0.3020         SS (Contrast)       0.2737 
Scheffe's F          0.46              P (Scheffe's F)     0.9864 
T-Statistic           3.32              P (T-Statistic)     0.0011 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn30 
Contrast              0.1814         SS (Contrast)       0.0987 
Scheffe's F          0.17             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           1.99             P (T-Statistic)     0.0478 
SE (Contrast)      0.0910 
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FOR Aislado = Rn33 
Contrast              0.0329         SS (Contrast)     3.24E-03 
Scheffe's F          0.01             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.36             P (T-Statistic)     0.7185 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn49 
Contrast              0.1858         SS (Contrast)       0.1036 
Scheffe's F          0.17             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           2.04             P (T-Statistic)     0.0427 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn50 
Contrast              0.1564         SS (Contrast)       0.0734 
Scheffe's F          0.12             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           1.72             P (T-Statistic)     0.0876 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn320 
Contrast              0.0187         SS (Contrast)     1.05E-03 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.21             P (T-Statistic)     0.8373 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn400 
Contrast              0.1557         SS (Contrast)       0.0727 
Scheffe's F          0.12             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           1.71             P (T-Statistic)     0.0890 
SE (Contrast)      0.0910 
 
 
Contrast Coefficients: -1 0 0 1 (Comparación dosis 0 y 200 mg/L) 
FOR Aislado = Rn10 
Contrast              0.0000         SS (Contrast)       0.0000 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.00             P (T-Statistic)     1.0000 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn12 
Contrast              0.1988         SS (Contrast)       0.1186 
Scheffe's F          0.20             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           2.18             P (T-Statistic)     0.0303 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn17 
Contrast              0.3412         SS (Contrast)       0.3492 
Scheffe's F          0.59             P (Scheffe's F)     0.9383 
T-Statistic           3.75             P (T-Statistic)     0.0002 
SE (Contrast)      0.0910 
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FOR Aislado = Rn30 
Contrast              0.4847         SS (Contrast)       0.7048 
Scheffe's F          1.18             P (Scheffe's F)     0.2647 
T-Statistic           5.32             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn33 
Contrast              0.1219         SS (Contrast)       0.0446 
Scheffe's F          0.07             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           1.34             P (T-Statistic)     0.1821 
SE (Contrast)      0.0910 
 
 
FOR Aislado = Rn49 
Contrast              0.9004         SS (Contrast)       2.4320 
Scheffe's F          4.08             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           9.89             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn50 
Contrast              0.1712         SS (Contrast)       0.0880 
Scheffe's F          0.15             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           1.88             P (T-Statistic)     0.0616 
SE (Contrast)      0.0910 
 
FOR Aislado = Rn320 
Contrast              0.0864         SS (Contrast)       0.0224 
Scheffe's F          0.04             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic            0.95            P (T-Statistic)     0.3438 
SE (Contrast)      0.0910 
 
 
FOR Aislado = Rn400 
Contrast              0.1701         SS (Contrast)       0.0868 
Scheffe's F          0.15             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           1.87             P (T-Statistic)     0.0634 
SE (Contrast)      0.0910 
 
 
Metabolito t39butenolide 
Análisis de la varianza 
Source               DF        SS            MS            F        P 
Repeticio            5          0.1292     0.02583 
Aislado               8          10.5073   1.31342    50.60   0.0000 
Dosis                  3           7.9350     2.64500   101.91   0.0000 
Aislado*Dosis   24         13.1463   0.54776    21.10   0.0000 
Error                  175         4.5422   0.02596 
Total                   215 
 
Note: SS are marginal (type III) sums of squares 
Grand Mean 0.2099    CV 76.77 
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Contrastes ortogonales 
Contrast Coefficients: -1 1 0 0 (Comparación dosis 0 y 50 μg) 
FOR Aislado = Rn10 
Contrast              0.4871         SS (Contrast)       0.7117 
Scheffe's F          1.14             P (Scheffe's F)     0.3028 
T-Statistic           5.24             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn12 
Contrast              0.1988         SS (Contrast)       0.1186 
Scheffe's F          0.19             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           2.14             P (T-Statistic)     0.0339 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn17 
Contrast              0.0000         SS (Contrast)       0.0000 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.00             P (T-Statistic)     1.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
 
 
FOR Aislado = Rn30 
Contrast              0.0594         SS (Contrast)       0.0106 
Scheffe's F          0.02             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.64             P (T-Statistic)     0.5242 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn33 
Contrast              0.0131         SS (Contrast)     5.15E-04 
Scheffe's F          0.00              P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.14              P (T-Statistic)     0.8881 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn49 
Contrast              0.2757         SS (Contrast)       0.2280 
Scheffe's F          0.37              P (Scheffe's F)     0.9974 
T-Statistic           2.96              P (T-Statistic)     0.0035 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn50 
Contrast              0.0000         SS (Contrast)       0.0000 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.00             P (T-Statistic)     1.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn320 
Contrast              0.0000         SS (Contrast)       0.0000 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.00             P (T-Statistic)     1.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
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FOR Aislado = Rn400 
Contrast              0.0000         SS (Contrast)       0.0000 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.00             P (T-Statistic)     1.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
 
Contrast Coefficients: -1 0 1 0 (Comparación dosis 0 y 100 μg) 
FOR Aislado = Rn10 
Contrast              0.2123         SS (Contrast)       0.1352 
Scheffe's F          0.22             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           2.28             P (T-Statistic)     0.0237 
SE (Contrast)      0.0930 
 
 
FOR Aislado = Rn12 
Contrast              0.4574         SS (Contrast)       0.6276 
Scheffe's F          1.01             P (Scheffe's F)     0.4593 
T-Statistic           4.92             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
 
 
FOR Aislado = Rn17 
Contrast              0.0215         SS (Contrast)     1.38E-03 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.23             P (T-Statistic)     0.8176 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn30 
Contrast              0.1963         SS (Contrast)       0.1156 
Scheffe's F          0.19              P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           2.11              P (T-Statistic)     0.0362 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn33 
Contrast              0.1388         SS (Contrast)       0.0578 
Scheffe's F          0.09              P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           1.49              P (T-Statistic)     0.1375 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn49 
Contrast              0.8485         SS (Contrast)       2.1598 
Scheffe's F          3.47             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           9.12             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn50 
Contrast              0.0000         SS (Contrast)       0.0000 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.00             P (T-Statistic)     1.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
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FOR Aislado = Rn320 
Contrast              0.0000         SS (Contrast)       0.0000 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.00             P (T-Statistic)     1.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn400 
Contrast              0.0000         SS (Contrast)       0.0000 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.00             P (T-Statistic)     1.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
 
Contrast Coefficients: -1 0 0 1 (Comparación dosis 0 y 200 μg) 
FOR Aislado = Rn10 
Contrast              0.0137         SS (Contrast)     5.62E-04 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.15             P (T-Statistic)     0.8832 
SE (Contrast)      0.0930 
 
 
FOR Aislado = Rn12 
Contrast              1.0600         SS (Contrast)       3.3705 
Scheffe's F          5.41             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           11.40           P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn17 
Contrast              0.0215         SS (Contrast)     1.38E-03 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.23             P (T-Statistic)     0.8176 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn30 
Contrast              0.8787         SS (Contrast)       2.3163 
Scheffe's F          3.72             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           9.45             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn33 
Contrast              1.1233         SS (Contrast)       3.7853 
Scheffe's F          6.08             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic          12.08            P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn49 
Contrast             1.5174         SS (Contrast)       6.9071 
Scheffe's F         11.09           P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic          16.31           P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
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FOR Aislado = Rn50 
Contrast              0.0319         SS (Contrast)     3.05E-03 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.34             P (T-Statistic)     0.7320 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn320 
Contrast              0.0000         SS (Contrast)       0.0000 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.00             P (T-Statistic)     1.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
 
FOR Aislado = Rn400 
Contrast              0.0000         SS (Contrast)       0.0000 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.00             P (T-Statistic)     1.0000 
SE (Contrast)      0.0930 
 
Metabolito dehidroharzianolide 
Análisis de la varianza 
Source                 DF        SS            MS          F        P 
Repeticio             5          0.10770   0.02154 
Aislado                8          2.94098   0.36762   21.53   0.0000 
Dosis                   3          4.85651   1.61884   94.83   0.0000 
Aislado*Dosis    24         6.25030   0.26043   15.26   0.0000 
Error                   175       2.98745   0.01707 
Total                    215 
 
Note: SS are marginal (type III) sums of squares 
 
Grand Mean 0.2135    CV 61.20 
 
Contrastes ortogonales 
Contrast Coefficients: -1 1 0 0 (Comparación dosis 0 y 50 μg) 
FOR Aislado = Rn10 
Contrast               0.6340         SS (Contrast)       1.2059 
Scheffe's F          2.94              P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           8.40              P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn12 
Contrast              0.1944         SS (Contrast)       0.1133 
Scheffe's F          0.28             P (Scheffe's F)     0.9997 
T-Statistic           2.58            P (T-Statistic)     0.0108 
SE (Contrast)      0.0754 
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FOR Aislado = Rn17 
Contrast             0.3355         SS (Contrast)       0.3377 
Scheffe's F          0.82            P (Scheffe's F)     0.7027 
T-Statistic           4.45            P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0754 
 
 
FOR Aislado = Rn30 
Contrast              0.1394         SS (Contrast)       0.0583 
Scheffe's F          0.14             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           1.85             P (T-Statistic)     0.0663 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn33 
Contrast              0.0338         SS (Contrast)     3.42E-03 
Scheffe's F          0.01             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.45             P (T-Statistic)     0.6548 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn49 
Contrast              0.0884         SS (Contrast)       0.0234 
Scheffe's F          0.06             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           1.17             P (T-Statistic)     0.2430 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn50 
Contrast              0.0591         SS (Contrast)       0.0105 
Scheffe's F          0.03             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic            0.78            P (T-Statistic)     0.4344 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn320 
Contrast              0.0473         SS (Contrast)     6.73E-03 
Scheffe's F          0.02              P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.63              P (T-Statistic)     0.5310 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn400 
Contrast              0.0930         SS (Contrast)       0.0260 
Scheffe's F          0.06             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           1.23             P (T-Statistic)     0.2192 
SE (Contrast)      0.0754 
 
Contrast Coefficients: -1 0 1 0 (Comparación dosis 0 y 100 μg) 
FOR Aislado = Rn10 
Contrast              0.6440         SS (Contrast)       1.2441 
Scheffe's F          3.04             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           8.54             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0754 
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FOR Aislado = Rn12 
Contrast              0.5595         SS (Contrast)       0.9390 
Scheffe's F          2.29             P (Scheffe's F)     0.0011 
T-Statistic           7.42             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn17 
Contrast              0.3476         SS (Contrast)       0.3624 
Scheffe's F          0.88             P (Scheffe's F)     0.6227 
T-Statistic           4.61             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0754 
 
 
FOR Aislado = Rn30 
Contrast              0.1727         SS (Contrast)       0.0895 
Scheffe's F          0.22              P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           2.29              P (T-Statistic)     0.0232 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn33 
Contrast              0.0938         SS (Contrast)       0.0264 
Scheffe's F          0.06             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           1.24             P (T-Statistic)     0.2155 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn49 
Contrast              0.1522         SS (Contrast)       0.0695 
Scheffe's F          0.17             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           2.02             P (T-Statistic)     0.0452 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn50 
Contrast              0.0202         SS (Contrast)     1.22E-03 
Scheffe's F          0.00             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.27             P (T-Statistic)     0.7890 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn320 
Contrast              0.1920         SS (Contrast)       0.1106 
Scheffe's F          0.27             P (Scheffe's F)     0.9998 
T-Statistic           2.55             P (T-Statistic)     0.0118 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn400 
Contrast              0.1255         SS (Contrast)       0.0472 
Scheffe's F          0.12             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           1.66             P (T-Statistic)     0.0980 
SE (Contrast)      0.0754 
 
 
 
 
Análisis estadístico 
 
181 
 
Contrast Coefficients: -1 0 0 1 (Comparación dosis 0 y 200 μg) 
FOR Aislado = Rn10 
Contrast              0.4706         SS (Contrast)       0.6644 
Scheffe's F          1.62             P (Scheffe's F)     0.0409 
T-Statistic           6.24             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn12 
Contrast              0.0854         SS (Contrast)       0.0219 
Scheffe's F          0.05             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           1.13             P (T-Statistic)     0.2589 
SE (Contrast)      0.0754 
 
 
FOR Aislado = Rn17 
Contrast              0.7472         SS (Contrast)       1.6749 
Scheffe's F          4.09             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           9.91             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0754 
 
 
FOR Aislado = Rn30 
Contrast              0.1877         SS (Contrast)       0.1056 
Scheffe's F          0.26             P (Scheffe's F)     0.9999 
T-Statistic           2.49             P (T-Statistic)     0.0138 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn33 
Contrast              0.3543         SS (Contrast)       0.3765 
Scheffe's F          0.92             P (Scheffe's F)     0.5764 
T-Statistic           4.70             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn49 
Contrast               0.2205         SS (Contrast)       0.1458 
Scheffe's F          0.36              P (Scheffe's F)     0.9979 
T-Statistic           2.92              P (T-Statistic)     0.0039 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn50 
Contrast               0.9143         SS (Contrast)       2.5077 
Scheffe's F          6.12              P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           12.12            P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0754 
 
FOR Aislado = Rn320 
Contrast              4.44E-03         SS (Contrast)     5.90E-05 
Scheffe's F          0.00                 P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.06                 P (T-Statistic)     0.9532 
SE (Contrast)      0.0754 
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FOR Aislado = Rn400 
Contrast               0.7690         SS (Contrast)       1.7741 
Scheffe's F          4.33              P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           10.19            P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.0754 
 
 
Metabolito cerinolactona 
Análisis de la varianza 
Source              DF        SS          MS           F        P 
Repeticio          5          0.4284   0.08568  
Aislado             3          2.5892    0.86305   13.06   0.0000 
Dosis                3          12.8352   4.27840   64.76   0.0000 
Aislado*Dosis  9          5.5394    0.61549    9.32   0.0000 
Error                75         4.9550    0.06607 
Total                95 
 
Note: SS are marginal (type III) sums of squares 
 
Grand Mean 0.4358    CV 58.98 
 
Contrastes ortogonales 
Contrast Coefficients: -1 1 0 0 (Comparación dosis 0 y 50 μg) 
FOR Aislado = Rn12 
Contrast              4.02E-03         SS (Contrast)     4.86E-05 
Scheffe's F          0.00                 P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.03                 P (T-Statistic)     0.9784 
SE (Contrast)      0.1484 
 
FOR Aislado = Rn50 
Contrast              1.1926         SS (Contrast)       4.2671 
Scheffe's F          7.18             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           8.04             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1484 
 
FOR Aislado = Rn320 
Contrast              0.2151         SS (Contrast)       0.1388 
Scheffe's F          0.23             P (Scheffe's F)     0.9885 
T-Statistic           1.45             P (T-Statistic)     0.1513 
SE (Contrast)      0.1484 
 
 
FOR Aislado = Rn400 
Contrast              0.1043         SS (Contrast)       0.0326 
Scheffe's F          0.05             P (Scheffe's F)     1.0000 
T-Statistic           0.70             P (T-Statistic)     0.4843 
SE (Contrast)      0.1484 
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Contrast Coefficients: -1 0 1 0 (Comparación dosis 0 y 100 μg) 
FOR Aislado = Rn12 
Contrast              0.5923         SS (Contrast)       1.0526 
Scheffe's F          1.77             P (Scheffe's F)     0.0882 
T-Statistic           3.99             P (T-Statistic)     0.0002 
SE (Contrast)      0.1484 
 
FOR Aislado = Rn50 
Contrast              0.3375         SS (Contrast)       0.3417 
Scheffe's F          0.57             P (Scheffe's F)     0.8138 
T-Statistic           2.27             P (T-Statistic)     0.0258 
SE (Contrast)      0.1484 
 
FOR Aislado = Rn320 
Contrast              0.2255         SS (Contrast)       0.1526 
Scheffe's F          0.26             P (Scheffe's F)     0.9840 
T-Statistic           1.52             P (T-Statistic)     0.1328 
SE (Contrast)      0.1484 
 
FOR Aislado = Rn400 
Contrast              0.2448         SS (Contrast)       0.1798 
Scheffe's F          0.30             P (Scheffe's F)     0.9718 
T-Statistic           1.65             P (T-Statistic)     0.1032 
SE (Contrast)      0.1484 
 
Contrast Coefficients: -1 0 0 1 (Comparación dosis 0 y 200 μg) 
FOR Aislado = Rn12 
Contrast              0.6264         SS (Contrast)       1.1772 
Scheffe's F          1.98             P (Scheffe's F)     0.0534 
T-Statistic           4.22             P (T-Statistic)     0.0001 
SE (Contrast)      0.1484 
 
FOR Aislado = Rn50 
Contrast              1.3118         SS (Contrast)       5.1624 
Scheffe's F          8.68             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           8.84             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1484 
 
 
FOR Aislado = Rn320 
Contrast              0.8124         SS (Contrast)       1.9800 
Scheffe's F          3.33             P (Scheffe's F)     0.0018 
T-Statistic           5.47             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1484 
 
FOR Aislado = Rn400 
Contrast              1.3053         SS (Contrast)       5.1116 
Scheffe's F          8.60             P (Scheffe's F)     0.0000 
T-Statistic           8.80             P (T-Statistic)     0.0000 
SE (Contrast)      0.1484 
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A4. Efecto de aislados de Trichoderma sobre plantas de Lupinus luteus 
Para T. atroviride 
Análisis de la varianza (Progreso enfermedad) 
Source   DF        SS            MS           F         P 
Trich      1          0.87462    0.87462   15.19   0.0004 
Error     38         2.18803    0.05758 
Total     39         3.06265 
 
Grand Mean 0.9348    CV 25.67 
 
Trich               Mean 
Con CH304    0.7870 
Sin CH304     1.0827 
 
 
Observations per Mean           20 
Standard Error of a Mean    0.0537 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0759 
 
Análisis de la media (LSD)  
Trich             Mean       Homogeneous Groups 
Sin CH304    1.0827      A 
Con CH304  0.7870          B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0759 
Critical T Value  2,024     Critical Value for Comparison  0.1536 
All 2 means are significantly different from one another. 
 
Análisis de la varianza (Incremento de biomasa) 
Source    DF        SS            MS           F         P 
Trich       1          21.3160    21.3160   38.70   0.0000 
Error       38        20.9302    0.5508 
Total       39       42.2462 
 
Grand Mean 1.8700    CV 39.69 
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Trich                  Mean 
Con CH304        2.6000 
Sin CH304         1.1400 
Observations per Mean           20 
Standard Error of a Mean    0.1660 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2347 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Trich                Mean       Homogeneous Groups 
Con CH304      2.6000      A 
Sin CH304       1.1400         B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.2347 
Critical T Value  2,024     Critical Value for Comparison  0.4751 
All 2 means are significantly different from one another. 
 
 
Para T. cerinum 
Análisis de la varianza (Progreso enfermedad) 
Source   DF        SS           MS            F        P 
Trich      1          0.06602   0.06602    3.28   0.0779 
Error      38        0.76380   0.02010 
Total      39        0.82982 
 
Grand Mean 1.1031    CV 12.85 
 
Trich       Mean 
    1          1.1437 
    2          1.0625 
 
 
Observations per Mean           20 
Standard Error of a Mean    0.0317 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0448 
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Análisis de la varianza (Incremento de biomasa) 
Source   DF        SS            MS            F        P 
Trich      1          18.374      18.3738    2.29   0.1383 
Error      38        304.654    8.0172 
Total      39        323.028 
 
Grand Mean 5.3243    CV 53.18 
Trich    Mean 
    1       6.0020 
    2       4.6465 
 
Observations per Mean           20 
Standard Error of a Mean    0.6331 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.8954 
 
 
A5. Efecto de los metabolitos de Trichoderma sobre plantas de Lupinus luteus 
Para método inmersión de semilla 
 Progreso de la enfermedad 
Análisis de la varianza (Progreso enfermedad) 
Source          DF        SS           MS           F         P 
Tratamien     8          11.1392   1.39240   35.87   0.0000 
Error             171       6.6374    0.03882 
Total             179      17.7765 
 
Grand Mean 1.9029    CV 10.35 
Tratamien     Mean 
Control          1.9580 
6PP 1mg        1.6545 
6PP 10 mg     1.7095 
6PP 100 mg   2.2845 
Har 1 mg       1.6080 
Har 10 mg     1.6010 
Har 100 mg   2.1795 
Cer 1 mg       2.0380 
Cer 10 mg     2.0935 
 
 
Observations per Mean           20 
Standard Error of a Mean    0.0441 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0623 
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Análisis de la media (LSD)  
Tratamien     Mean  Homogeneous Groups 
6PP 100 mg   2.2845  A 
Har 100 mg   2.1795  AB 
Cer 10 mg     2.0935     BC 
Cer 1 mg       2.0380        CD 
Control         1.9580           D 
6PP 10 mg   1.7095              E 
6PP 1mg      1.6545              E 
Har 1 mg     1.6080              E 
Har 10 mg   1.6010              E 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0623 
Critical T Value  1,974     Critical Value for Comparison  0.1230 
There are 5 groups (A, B, etc.) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 Incremento de biomasa 
Análisis de la varianza (Incremento de biomasa) 
Source          DF        SS           MS           F         P 
Tratamien     8          242.564   30.3205   22.66   0.0000 
Error            167       223.489    1.3383 
Total             175      466.053 
 
Grand Mean 4.2010    CV 27.54 
Tratamien    N    Mean      SE 
Control         20   3.0705    0.2587 
6PP 1mg       20  4.8700     0.2587 
6PP 10 mg    20  5.2125     0.2587 
6PP 100 mg  16  2.2656     0.2892 
Har 1 mg       20  5.2800     0.2587 
Har 10 mg     20  4.4480     0.2587 
Har 100 mg   20  2.3560    0.2587 
Cer 1 mg       20  5.5085     0.2587 
Cer 10 mg     20  4.4110    0.2587 
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Análisis de la media (LSD)  
Tratamien     Mean  Homogeneous Groups 
Cer 1 mg        5.5085  A 
Har 1 mg        5.2800  A 
6PP 10 mg      5.2125  A 
6PP 1mg         4.8700    AB 
Har 10 mg      4.4480       B 
Cer 10 mg      4.4110        B 
Control           3.0705          C 
Har 100 mg    2.3560          CD 
6PP 100 mg    2.2656            D 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.3658 TO 0.3880 
Critical T Value  1,974     Critical Value for Comparison  0.7222 TO 0.7660 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 
Para el método inmersión de planta 
 Progreso de la enfermedad 
Análisis de la varianza (Progreso enfermedad) 
Source          DF        SS           MS             F        P 
Tratamien     6          6.7256     1.12094   18.82   0.0000 
Error            133       7.9216     0.05956 
Total            139       14.6472 
 
Grand Mean 1.8364    CV 13.29 
Tratamien    Mean 
Control         2.1860 
6PP 1mg       1.6310 
6PP 10 mg    1.6455 
Har 1 mg       1.6670 
Har 10 mg    1.6670 
Cer 1 mg       2.0720 
Cer 10 mg     1.9865 
 
 
Observations per Mean           20 
Standard Error of a Mean    0.0546 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0772 
 
 
 
Análisis estadístico 
 
189 
 
Análisis de la media (LSD)  
Tratamien    Mean     Homogeneous Groups 
Control         2.1860     A 
Cer 1 mg       2.0720     AB 
Cer 10 mg    1.9865          B 
Har 1 mg       1.6670            C 
Har 10 mg     1.6670            C 
6PP 10 mg     1.6455            C 
6PP 1mg        1.6310            C 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0772 
Critical T Value  1,978     Critical Value for Comparison  0.1527 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 Incremento de biomasa 
Análisis de la varianza (Incremento de biomasa) 
Source          DF        SS            MS            F        P 
Tratamien     6          72.641      12.1068     6.23   0.0000 
Error             130      252.786    1.9445 
Total             136      325.427 
 
Grand Mean 2.8571    CV 48.81 
Tratamien   N     Mean      SE 
Control        20    2.4910     0.3118 
6PP 1mg      20    4.0185     0.3118 
6PP 10 mg   20    2.4160     0.3118 
Har 1 mg     17    3.6118     0.3382 
Har 10 mg   20    2.6145     0.3118 
Cer 1 mg     20    1.7295     0.3118 
Cer 10 mg   20    3.2315     0.3118 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Tratamien    Mean     Homogeneous Groups 
6PP 1mg       4.0185     A 
Har 1 mg      3.6118     A 
Cer 10 mg    3.2315     AB 
Har 10 mg    2.6145        B 
Control         2.4910        BC 
6PP 10 mg    2.4160        BC 
Cer 1 mg      1.7295            C 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.4410 TO 0.4600 
Critical T Value  1,978     Critical Value for Comparison  0.8724 TO 0.9101 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means 
are not significantly different from one another. 
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CAPÍTULO 3 
A6. Crecimiento in vitro de los transformantes 
CH101 
Análisis de la varianza 
Source   DF        SS            MS            F        P 
Silv        1          1.42222    1.42222     2.15   0.1861 
Error      7          4.63333    0.66190 
Total      8          6.05555 
 
Grand Mean 42.778    CV 1.90 
Silv              N    Mean      SE 
Silvestre      4    42.333    0.4068 
Transform.  5    43.133    0.3638 
 
 
CH296 
Análisis de la varianza 
Source     DF        SS          MS            F        P 
Silv          1          2.8543    2.85432    1.25   0.3010 
Error        7         16.0222   2.28889 
Total        8         18.8765 
 
Grand Mean 42.463    CV 3.56 
Silv               N    Mean      SE 
Silvestre      5     42.967     0.6766 
Transform.  4     41.833     0.7565 
 
 
CH303 
Análisis de la varianza 
Source     DF        SS            MS            F        P 
Silv          1          0.06944    0.06944    0.12   0.7378 
Error        8          4.62222    0.57778 
Total        9          4.69167 
 
Grand Mean 42.183    CV 1.80 
Análisis estadístico 
 
191 
 
Silv                 Mean 
Silvestre        42.267 
Transform.    42.100 
 
 
Observations per Mean            5 
Standard Error of a Mean    0.3399 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.4807 
 
 
CH304 
Análisis de la varianza 
Source       DF        SS            MS            F        P 
Silv            1          0.05625    0.05625    0.05   0.8210 
Error          8          8.23125   1.02891 
Total          9          8.28750 
 
Grand Mean 34.925    CV 2.90 
Silv               Mean 
Silvestre       34.850 
Transform.   35.000 
Observations per Mean            5 
Standard Error of a Mean    0.4536 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.6415 
 
 
A7. Efecto de biocontrol de los transformantes 
CH101 
Análisis de la varianza 
Source       DF        SS            MS           F        P 
SilvTrans   1          0.08760   0.08760    0.18   0.6908 
Error          4          1.91417   0.47854 
Total          5          2.00177 
 
Grand Mean 2.4792    CV 27.90 
SilvTrans    Mean 
Silv.            2.3583 
Transf.        2.6000 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.3994 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.5648 
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CH296 
Análisis de la varianza 
Source       DF        SS           MS            F        P 
SilvTrans   1          0.01042   0.01042    0.03   0.8644 
Error          4          1.25729   0.31432 
Total          5          1.26771 
 
Grand Mean 2.7417    CV 20.45 
SilvTrans    Mean 
Silv.            2.7833 
Transf.        2.7000 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.3237 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.4578 
 
 
CH303 
Análisis de la varianza 
Source       DF        SS           MS            F        P 
SilvTrans   1          0.18815   0.18815    0.56    0.4972 
Error          4          1.35271   0.33818 
Total          5          1.54086 
 
Grand Mean 2.6563    CV 21.89 
SilvTrans    Mean 
Silv.             2.8333 
Transf.         2.4792 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.3357 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.4748 
 
 
CH304 
Análisis de la varianza 
Source       DF        SS           MS            F        P 
SilvTrans   1          0.08760   0.08760    0.51    0.5131 
Error          4          0.68198   0.17049 
Total          5           0.76958 
 
Grand Mean 2.6833    CV 15.39 
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SilvTrans    Mean 
Silv.            2.5625 
Transf.        2.8042 
 
Observations per Mean            3 
Standard Error of a Mean    0.2384 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.3371 
 
 
A8. Actividad Glucanasa  
De R. necatrix 
Análisis de la varianza 
Source      DF          SS                 MS                F        P 
Condici     1            1.449E+07    1.449E+07      2.49   0.1305 
Error         20          1.165E+08     5829570 
Total         21          1.310E+08 
 
Grand Mean  18981    CV 12.72 
Condici      N   Mean      SE 
MV            10  18092      763.52 
MV+Rn     12  19722     696.99 
 
 
De Trichoderma 
Aislado CH101 
Análisis de la varianza 
Source      DF          SS                  MS               F        P 
Condici      2            2.675E+07    1.337E+07    6.11    0.0081 
Error          21          4.595E+07     2188139 
Total          23          7.270E+07 
 
Grand Mean  19156    CV 7.72 
Condici             N    Mean       SE 
MV                    10   18092      467.78 
MV+Trich          6    19080      603.90 
MV+Tric+Rn    8     20543     522.99 
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Análisis de la media (LSD)  
Condici             Mean     Homogeneous Groups 
MV+Tric+Rn    20543     A 
MV+Trich         19080     AB 
MV                    18092        B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  701.66 TO 798.88 
Critical T Value  2,080     Critical Value for Comparison  1459.2 TO 1661.4 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 
Aislado CH252 
Análisis de la varianza 
Source     DF          SS                 MS           F        P 
Condici     2            1.572E+07   7864187   12.46   0.0002 
Error        22           1.388E+07    631079 
Total        24           2.961E+07 
 
Grand Mean  19052    CV 4.17 
Condici              N   Mean      SE 
MV                    10  18092      251.21 
MV+Trich           5  19914      355.27 
MV+Tric+Rn    10  19580      251.21 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Condici       Mean  Homogeneous Groups 
MV+Trich     19914  A 
MV+Tric+Rn   19580  A 
MV           18092   B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  355.27 TO 435.11 
Critical T Value  2,074     Critical Value for Comparison  736.78 TO 902.37 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
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Aislado CH273      
Análisis de la varianza 
Source    DF          SS                 MS               F        P 
Condici    2            2.721E+09   1.360E+09   40.13   0.0000 
Error        23          7.797E+08   3.390E+07 
Total        25          3.501E+09 
 
Grand Mean  29507    CV 19.73 
 
Condici            N    Mean      SE 
MV                  10   18092      1841.2 
MV+Trich         5   45750      2603.8 
MV+Tric+Rn   11  32501      1755.5 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Condici              Mean     Homogeneous Groups 
MV+Trich          45750     A 
MV+Tric+Rn     32501         B 
MV                     18092            C 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  2544.0 TO 3189.0 
Critical T Value  2,069     Critical Value for Comparison  5262.6 TO 6597.0 
All 3 means are significantly different from one another. 
 
 
Aislado CH282b 
Análisis de la varianza 
Source     DF          SS               MS                F         P 
Condici     2           7.190E+09   3.595E+09    63.77   0.0000 
Error         17         9.583E+08   5.637E+07 
Total         19         8.148E+09 
 
Grand Mean  29420    CV 25.52 
 
Condici            N    Mean       SE 
MV                  10    18092      2374.3 
MV+Trich        5     19247      3357.8 
MV+Tric+Rn   5      62250     3357.8 
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Análisis de la media (LSD)  
Condici            Mean     Homogeneous Groups 
MV+Tric+Rn   62250     A 
MV+Trich        19247        B 
MV                   18092        B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  4112.4 TO 4748.6 
Critical T Value  2,110     Critical Value for Comparison  8676.4 TO  10019 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 
Aislado CH296 
Análisis de la varianza 
Source     DF          SS                  MS                 F        P 
Condici    2             7.394E+07     3.697E+07     6.18   0.0066 
Error        25           1.494E+08     5977216 
Total        27            2.234E+08 
 
Grand Mean  19981    CV 12.24 
Condici            N   Mean      SE 
MV                  10   18092      773.12 
MV+Trich        6    19602      998.10 
MV+Tric+Rn  12   21746      705.76 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Condici                 Mean     Homogeneous Groups 
MV+Tric+Rn        21746     A 
MV+Trich             19602     AB 
MV                         18092       B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  1046.8 TO 1262.5 
Critical T Value  2,060     Critical Value for Comparison  2156.0 TO 2600.2 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
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Aislado CH303 
Análisis de la varianza 
Source     DF           SS                   MS                F        P 
Condici     2             7.398E+07     3.699E+07    7.84   0.0024 
Error         24           1.132E+08     4717049 
Total         26           1.872E+08 
 
Grand Mean  19987    CV 10.87 
Condici            N   Mean      SE 
MV                  10   18092      686.81 
MV+Trich        5    19555      971.29 
MV+Tric+Rn  12  21746      626.97 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Condici               Mean     Homogeneous Groups 
MV+Tric+Rn      21746      A 
MV+Trich           19555      AB 
MV                      18092         B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  929.94 TO 1189.6 
Critical T Value  2,064     Critical Value for Comparison  1919.3 TO 2455.2 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 
Aislado CH304 
Análisis de la varianza 
Source    DF          SS                MS             F        P 
Condici    2            5442794      2721397    7.30     0.0033 
Error        24          8950370      372932 
Total        26          1.439E+07 
 
Grand Mean  18667    CV 3.27 
Condici            N   Mean      SE 
MV                  10   18092      193.11 
MV+Trich        5   19166       273.11 
MV+Tric+Rn  12   18939      176.29 
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Análisis de la media (LSD)  
Condici              Mean    Homogeneous Groups 
MV+Trich          19166     A 
MV+Tric+Rn    18939      A 
MV                     18092        B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  261.48 TO 334.48 
Critical T Value  2,064     Critical Value for Comparison  539.66 TO 690.34 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 
Aislado CH312c 
Análisis de la varianza 
Source     DF          SS               MS                F        P 
Condici     2           2.074E+08   1.036E+08    3.71   0.0426 
Error         20         5.588E+08   2.794E+07 
Total         22          7.662E+08 
 
Grand Mean  21001    CV 25.17 
Condici            N   Mean      SE 
MV                   10  18092     1671.5 
MV+Trich         4   20082      2642.9 
MV+Tric+Rn    9  24642      1761.9 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Condici             Mean  Homogeneous Groups 
MV+Tric+Rn    24642  A 
MV+Trich         20082  AB 
MV                    18092   B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  2428.7 TO 3176.4 
Critical T Value  2,086     Critical Value for Comparison  5066.1 TO 6625.8 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
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Aislado CH314 
Análisis de la varianza 
Source      DF          SS                 MS                 F         P 
Condici      2            6.171E+09    3.086E+09     37.79   0.0000 
Error          20         1.633E+09     8.164E+07 
Total          22         7.804E+09 
 
Grand Mean  31466    CV 28.72 
Condici             N   Mean      SE 
MV                   10  18092      2857.3 
MV+Trich         6   25328      3688.8 
MV+Tric+Rn   7   55834      3415.2 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Condici                Mean       Homogeneous Groups 
MV+Tric+Rn       55834       A 
MV+Trich            25328          B 
MV                       18092          B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  4452.8 TO 5027.0 
Critical T Value  2,086     Critical Value for Comparison  9288.4 TO  10486 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 
Aislado CH316 
Análisis de la varianza 
Source    DF          SS                 MS              F          P 
Condici    2            3.547E+10   1.773E+10  147.72   0.0000 
Error        19          2.281E+09   1.200E+08 
Total        21          3.775E+10 
 
Grand Mean  51783    CV 21.16 
Condici             N    Mean       SE 
MV                   10   18092       3464.9 
MV+Trich         3    19324       6326.0 
MV+Tric+Rn   9     100036    3652.3 
 
 
 
Análisis estadístico 
 
200 
 
Análisis de la media (LSD)  
Condici              Mean            Homogeneous Groups 
MV+Tric+Rn     100036            A 
MV+Trich          19324                 B 
MV                      18092                B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  5034.3 TO 7304.6 
Critical T Value  2,093     Critical Value for Comparison   10537 TO  15289 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 
A9. Actividad Quitinasa 
De Rn 
Análisis de la varianza 
Source      DF       SS           MS            F        P 
Condici      1         10719      10718.8    1.62   0.2164 
Error          22       145567    6616.7 
Total          23       156286 
 
Grand Mean 1121.4    CV 7.25 
Condici     Mean 
MV            1100.3 
MV+Rn     1142.6 
Observations per Mean           12 
Standard Error of a Mean    23.482 
Std Error (Diff of 2 Means) 33.208 
 
 
De Trichoderma 
Aislado CH101 
Análisis de la varianza 
Source    DF       SS           MS            F        P 
Condici    2         111669    55834.6    3.19   0.0575 
Error        26       454474    17479.8 
Total        28       566143 
 
Grand Mean 1157.5    CV 11.42 
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Condici           N     Mean       SE 
MV                 12    1100.3      38.166 
MV+Trich        6    1128.4      53.975 
MV+Tric+Rn  11  1235.7      39.863 
 
 
Aislado CH252 
Análisis de la varianza 
Source     DF       SS           MS            F        P 
Condici     2         127186    63592.8    2.20   0.1298 
Error         27       779004    28852.0 
Total         29       906190 
 
Grand Mean 1025.4    CV 16.57 
Condici              N    Mean       SE 
MV                     12   1100.3     49.034 
MV+Trich           6    1016.2     69.345 
MV+Tric+Rn     12   955.1      49.034 
 
 
Aislado CH273 
Análisis de la varianza 
Source    DF        SS            MS           F         P 
Condici    2          688690     344345    22.16   0.0000 
Error        27        419639     15542 
Total        29        1108330 
 
Grand Mean 1283.0    CV 9.72 
Condici            N     Mean      SE 
MV                  12    1100.3     35.989 
MV+Trich        6     1453.0     50.896 
MV+Tric+Rn   12   1380.8     35.989 
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Análisis de la media (LSD)  
Condici             Mean       Homogeneous Groups 
MV+Trich         1453.0       A 
MV+Tric+Rn    1380.8       A 
MV                    1100.3          B 
 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  50.896 TO 62.334 
Critical T Value  2,052     Critical Value for Comparison  104.43 TO 127.90 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 
Aislado CH282b 
Análisis de la varianza 
Source     DF          SS               MS            F        P 
Condici    2            1.024E+07   5124633   36.00   0.0000 
Error        21          2989377      142351 
Total        23          1.323E+07 
 
Grand Mean 1753.5    CV 21.52 
Condici             N     Mean      SE 
MV                   12    1100.3     108.92 
MV+Trich          4    2365.4     188.65 
MV+Tric+Rn     8    2427.3     133.39 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Condici             Mean      Homogeneous Groups 
MV+Tric+Rn    2427.3     A 
MV+Trich         2365.4     A 
MV                    1100.3        B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  172.21 TO 231.04 
Critical T Value  2,080     Critical Value for Comparison  358.13 TO 480.48 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
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Aislado CH296 
Análisis de la varianza 
Source     DF         SS            MS         F           P 
Condici    2           1388260    694130  111.31   0.0000 
Error        26         162135      6236 
Total        28         1550395 
 
Grand Mean 847.53    CV 9.32 
Condici             N     Mean      SE 
MV                   12    1100.3     22.796 
MV+Trich         5     562.6       35.316 
MV+Tric+Rn  12     713.5      22.796 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Condici               Mean          Homogeneous Groups 
MV                      1100.3        A 
MV+Tric+Rn      713.48           B 
MV+Trich           562.60              C 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  32.239 TO 42.034 
Critical T Value  2,056     Critical Value for Comparison  66.267 TO 86.402 
All 3 means are significantly different from one another. 
 
 
Aislado CH303 
Análisis de la varianza 
Source    DF        SS              MS             F        P 
Condici    2          3221388     1610694   74.10   0.0000 
Error        23        499942       21737 
Total        25        3721330 
 
Grand Mean 1462.0    CV 10.08 
Condici            N    Mean      SE 
MV                  12    1100.3    42.560 
MV+Trich         6    1601.4    60.189 
MV+Tric+Rn    8    1900.0    52.126 
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Análisis de la media (LSD)  
Condici              Mean       Homogeneous Groups 
MV+Tric+Rn     1900.0      A 
MV+Trich          1601.4         B 
MV                     1100.3            C 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  67.294 TO 79.623 
Critical T Value  2,069     Critical Value for Comparison  139.21 TO 164.71 
All 3 means are significantly different from one another. 
 
 
Aislado CH304 
Análisis de la varianza 
Source      DF        SS            MS           F        P 
Condici     2           786608     393304   43.67   0.0000 
Error         25         225172     9007 
Total         27         1011779 
 
Grand Mean 1293.8    CV 7.34 
Condici             N    Mean      SE 
MV                   12    1100.3     27.397 
MV+Trich         5     1430.6     42.443 
MV+Tric+Rn   11    1442.6     28.615 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Condici               Mean     Homogeneous Groups 
MV+Tric+Rn      1442.6      A 
MV+Trich           1430.6     A 
MV                      1100.3        B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  39.615 TO 51.188 
Critical T Value  2,060     Critical Value for Comparison  81.589 TO 105.42 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
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Aislado CH312c 
Análisis de la varianza 
Source      DF        SS              MS             F        P 
Condici     2           6420447     3210224   49.79   0.0000 
Error         24         1547312     64471 
Total         26         7967759 
 
Grand Mean 1645.2    CV 15.43 
Condici             N    Mean      SE 
MV                   12   1100.3    73.30 
MV+Trich         4    2117.1    126.96 
MV+Tric+Rn  11   2068.0     76.56 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Condici              Mean      Homogeneous Groups 
MV+Trich          2117.1     A 
MV+Tric+Rn     2068.0     A 
MV                     1100.3        B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  105.99 TO 148.25 
Critical T Value  2,064     Critical Value for Comparison  218.75 TO 305.98 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 
Aislado CH314 
Análisis de la varianza 
Source    DF       SS            MS          F        P 
Condici    2         774872     387436   87.83   0.0000 
Error        27       119104     4411 
Total        29        893976 
 
Grand Mean 1297.1    CV 5.12 
Condici             N    Mean      SE 
MV                    12   1100.3    19.173 
MV+Trich          6   1433.2     27.115 
MV+Tric+Rn    12   1425.9    19.173 
 
 
 
Análisis estadístico 
 
206 
 
Análisis de la media (LSD)  
Condici              Mean     Homogeneous Groups 
MV+Trich         1433.2     A 
MV+Tric+Rn    1425.9     A 
MV                    1100.3        B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  27.115 TO 33.209 
Critical T Value  2,052     Critical Value for Comparison  55.635 TO 68.138 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 
Aislado CH316 
Análisis de la varianza 
Source     DF       SS           MS         F         P 
Condici    2          635237   317618   78.48   0.0000 
Error        21        84986     4047 
Total        23        720223 
 
Grand Mean 1037.1    CV 6.13 
Condici            N     Mean       SE 
MV                   12   1100.3      18.364 
MV+Trich         5    1224.6      28.450 
MV+Tric+Rn   7     794.7       24.044 
 
 
Análisis de la media (LSD)  
Condici            Mean       Homogeneous Groups 
MV+Trich        1224.6       A 
MV                   1100.3          B 
MV+Tric+Rn  794.66              C 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  30.255 TO 37.250 
Critical T Value  2,080     Critical Value for Comparison  62.919 TO 77.465 
All 3 means are significantly different from one another. 
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CAPÍTULO 4 
A10. Efecto de biocontrol de Entoleuca sp. sobre PB 
Análisis de la varianza 
Source         DF        SS            MS            F        P 
Tratamien     21        30.3280    1.44419    5.99   0.0000 
Error             72        17.3537    0.24102 
Total              93        47.6817 
 
Grand Mean 1.9428    CV 25.27 
Tratamien    N    Mean      SE         Tratamien  N    Mean      SE 
Rn400            4     2.9191  0.2455      E106-14     4     1.6360    0.2455 
E97-14           4     1.9007  0.2455      E108-8       4     2.1029    0.2455 
E115-14         4     1.4265  0.2455      E106-4       4     2.0184    0.2455 
E104-10         4     1.6360  0.2455      E102-4       4    1.5221     0.2455 
E115-15         4     1.8162  0.2455      E107-12     4    2.1654     0.2455 
E114-15CH   4      1.6507  0.2455      E110-1      4    1.8456      0.2455 
E117-7           4     1.7500  0.2455      E107-7       6    2.5215     0.2004 
E118-7           4     2.2206  0.2455      E108-1       6    1.0081     0.2004 
E112-8           4     2.1618  0.2455      E117-4       6    1.0161     0.2004 
E112-4           4     2.2169  0.2455      E107-13     4    2.3162     0.2455 
E97-9             4     2.0699  0.2455      E110-15R   4    3.4625    0.2455 
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Análisis de la media (LSD) 
Tratamien    Mean     Homogeneous Groups 
E110-15R     3.4625     A 
Rn400           2.9191     AB 
E107-7          2.5215        BC 
E107-13        2.3162        BCD 
E118-7          2.2206          CD 
E112-4          2.2169          CD 
E107-12        2.1654          CDE 
E112-8          2.1618          CDE 
E108-8          2.1029          CDEF 
E97-9            2.0699          CDEF 
E106-4          2.0184          CDEF 
E97-14          1.9007          CDEF 
E110-1          1.8456             DEF 
E115-15        1.8162             DEF 
E117-7          1.7500             DEF 
E114-15CH   1.6507             DEF 
E104-10        1.6360              DEFG 
E106-14        1.6360              DEFG 
E102-4          1.5221                EFG 
E115-14        1.4265                   FG 
E117-4          1.0161                     G 
E108-1          1.0081                     G 
 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.2834 TO 0.3471 
Critical T Value  1,993     Critical Value for Comparison  0.5650 TO 0.6920 
There are 7 groups (A, B, etc.) in which the means 
are not significantly different from one another. 
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ANEJO II: ABREVIATURAS 
 
Abreviatura Significado 
ABCPEAS Área bajo la curva del progreso epidémico acumulado estandarizado 
ABC Agente de biocontrol  
ANOVA Análisis de la varianza 
ARNdc Ácido ribonucleico de doble cadena 
BI Barreras de incompatibilidad 
ESA Escala de síntomas de aguacate 
ESL Escala de síntomas de lupino 
MV Medio de Vögel 
PB Podredumbre blanca 
PDA Caldo de patata dextrosa 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
rpm Revoluciones por minuto 
SL Sustrato Laura 
TLC Cromatografía de capa fina 
VLC Cromatografía líquida de vacio 
 
 
 
 
 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 
